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RESUMO 
O objectivo da presente dissertação foi contribuir para a compreensão da aplicação da 
metalotionina (MT) como biomarcador de contaminação metálica na amêijoa Badilapee 
âecussatus. 
A MT sendo uma proteína induzida jKir metais c susceptível de responder aos diferentes 
factores que influenciam o metabolismo proteico e ainda a todos os factores «pie 
influenciam os teores metálicos, sendo por isso necessário conhecer os factores endógenos e 
exógenos que ixxlem afectar o indicador, de forma a minimizar fontes de vanaçao nao 
controladas. Desta forma, no Capitulo IT foi apresentado um estudo de canqx,, através do 
qual se pretendeu estudar alguns factores que podem influenciar o papel da M 1 nesta 
espécie, nomeadamente a sazonalidade e o sexo dos indivíduos. Neste estudo foi determinada 
a concentração de MT e de metais (Cd, Cu e Zn) na glândula digestiva da amêijoa 11 
decussatus, em ambos os sexos. As amêijoas foram recolhidas mensalmente durante o 
período de diferenciação sexual (Junho a Setembro) em dois locais da Bia Formosa, um 
directamente influenciado por fontes antròpicas e o outro afastado da influencia urbana. Os 
resultados mostraram que a concentração de MT e de metais na glândula digestiva nao 
depende do sexo dos organismos. No entanto, a concentração de MT. Cd e Cu depende dos 
meses do ano e do local de amostragem, sendo máxima nos meses de Julho e Agosto no locai 
com influência antrópica. A concentração de Zn não depende quer dos meses amostrados 
quer do local, indicando que esta espécie é capaz de regular os níveis deste elemento. De 
uma forma geral, os resultados deste capitulo mostraram que nesta população de amêijoas a 
concentração metálica ê o factor determinante na síntese de M I. 
Em estudos toxicológicos é frequente recorrer-se a ensaios laboratoriais, ixus apesar de nao 
conseguirem ser uma cópia fiel das condições ambientais, permitem ajudar a compreender e 
avaliar os efeitos dos contaminantes. Nesta perspectiva o estudo dos processos de 
bioacumulação, transferência, armazenamento e eliminação de Cd. Cu e Zn e a sua relaçao 
com os uiveis de MT nos diferentes tecidos de li decussatus foram abordados nos Capítulos 
m rv V e VI. No Capítulo Dl foi analisado o papel das MTs no processo de acumulaçao e 
de eliminação de Cd em diferentes tecidos de li decussatus, após uma exposição a duas 
concentrações subletais e ambientalmente realistas deste metal (4 e 40 pg 1 ). seguido por 
um ixíriodo de depuração. O capitulo IV teve como objectivo determinar a toxidade de Cu 
nesta amêijoa, para posteriormente estudar o envolvimento da MT nos seus tecidos a dois 
tipos de contaminação: subletal (25 pg f) e aguda (50 pg l1). Na exposição subletal também 
se pretendeu compreender o comportamento desta proteína no processo de eliminação deste 
elemento e ainda, clarificar se este metal estará ligado a MT ou a outras protemas 
constituintes da fracção citosólica. No Capítulo V estudou-se o papel da MI na acumulaçao 
e eliminação de Zn em diferentes tecidos de li decussatus, após exposição a_ duas 
concentrações diferentes (100 e 1000 pg l1), seguido por um jx-nodo de depuração Os 
processos de acumulação e de eliminação de Zn, também foram acompanhados pelo estudo 
da distribuição de Zn ixdas diferentes fracções subcelulares e pelos diversos componentes da 
fracção proteica de baixo peso molecular, de forma a concluir sobre a afinidade deste 
elemento para os distintos compartimentos celulares. Por ultimo, no Capitulo VI pretendeu- 
se analisar o papel das MTs no processo de acumulação simultâneo de Cd, Cu e /ji em 
diferentes tecidos de li decussatus, após uma exposição a uma mistura metalica destes 
metais, na tentativa de uma aproximação do ambiente natural (mistura metalica), a qual 
iiermita conhecer a forma como os metais interactuam entre si e consequentemente » forma 
como são retidos nos diferentes tecidos destes organismos, quer ao uivei da sua distribuição 
subcelular quer da sua ligação á MT. De uma forma geral, a MT foi induzida por todos os 
metais em estudo, no entanto, essa resposta dependeu dos tecidos analisados, da 
concentração do metal no meio e da competição entre os metais (efeito da mistura metalica), 
verificando-se que a inducibilidade de MTs nos tecidos de li decussatus vnnon da seguinte 
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forma." Cu > Cd > Zn. Por outro lado, os resultados obtidos nos Capítulos m. IV e V 
mostraram que existem imjxjrtautes diferenças na cinética de eliminação destes metais nos 
tecidos desta amêijoa. O (xl é dificilmente eliminado nos tecidos de li decussatus, o Zn é 
mais rapidamente eliminado, no entanto com uma velocidade inferior á obsenada para o 
outro metal essencial (Cu). Em paralelo com a depuração destes metais, uma rápida 
diminuição da concentração de MT ocorreu, principalmente nos tecidos das amêijoas prê- 
exjK)stas a Cu. De uma forma geral, verificou-se que o tempo de meia de Cd nos tecidos de li 
decussatus é superior ao tempo de meia vida estimado para os metais essenciais (Cu e Zn), 
enquanto, que o tempo de meia vida da MT nos mesmos tecidos é inferior ao dos metais, á 
excepção do Cu que apresentou o tempo de meia vida mais curto (t^ Cd > tv> Zn > t12 MT > t12 
Cu). As diferentes cinéticas de depuração, observadas para cada ura dos metais, podem ser 
explicadas em i)arte |)ela rápida degradação dos complexos de MT formados com Cu e Zn, 
comparativamente com os de Cd, sendo este complexo mais dificilmente eliminado do 
citoplasma. 
No final deste trabalho pretendeu-se aplicar os conhecimentos adquiridos a uma população 
natural, de forma a generalizar e concluir sobre a utilização desta proteína como 
biomarcador. O local seleccionado foi a Ria Formosa, devido á abundância da amêijoa R 
decussatus e dada a importância económica desta espécie e do sistema lagunar. Os resultados 
descritos no Capitulo VII mostram que, a variação esjMicial e sazonal da concentração de 
metais e MT nas bránquias e glândula digestiva da amêijoa li decussatus está relacionada 
com a diferente biodisjxmibilidade ambiental de Cd. Este estudo mostrou que a cajtacidade 
desta proteína de responder precocemente a um estado de contaminação, difere entre os 
metais. No caso do Cd, essa capacidade foi demonstrada, jtois mesmo em concentrações 
baixas e ambientalmente realistas deste elemento, a MT è induzida nos diferentes tecidos de 
li decussatus. Contrariamente, no caso da exjtosição ao Cu, apesar da resposta desta proteína 
depender do tempo e da concentração de exposição, a rápida eliminação do complexo MT-Cu 
em todos os tecidos, limita a sua utilização como biomarcador. Por último, a resposta da 
MT em função da exposição a Zn, revela que esta proteína não deverá ser utilizada com 
marcador deste tipo de contaminação, uma vez que só existe indução desta proteína a 
concentrações elevadas deste elemento. Desta forma, quando se pretende utilizar a MT como 
biomarcador em áreas litorais marinhas, onde ocorre uma vasta gama de concentrações 
deste elemento a resposta desta proteína não reflecte as concentrações mais baixas de Zn. 
Os resultados deste estudo mostram que os níveis de MT resultam do equilíbrio entre os 
processos de síntese e de degradação da própria proteína. Mesmo que os processos 
fisiológicos de desintoxicação que impliquem a MT sejam activados devido á exposição a Cu 
ou a Zn, este aumento de actividade pode não resultar obrigatoriamente num aumento da 
concentração de MT, mas pode igualmente corresjxmder a um aumento da sua taxa de 
renovação. 
De uma forma geral, constatou-se que no estudo de campo a concentração de MT resulta de 
uma resposta á exposição ao Cd, particularmente nas bránquias e na glândula digestiva 
onde esta proteína j>ode ser utilizada como um indicador precoce de exj)osição ao Cd e um 
bioindicador útil para aceder ao estado toxicológico nesta população de amêijoas. 
Metalotiomna como biomarcador de contaminação metalica na amêijoa Rinliui/h^ ./.r/fw./n/. 
SIJMMARY 
The alm of this dissertation is fo contribute for the underetanding ol metallothionein (M 1') 
relevance as a biomarker of metal contamination iu the ciam Buditapes decussatus. 
MT is a metal indudble protein, susceptible to reepond to severa! lactors that iufluence 
both protein metabolism and metal leveis in the organisms. In this context, the endogenous 
and exogeuous factors that influence this indicator should l)e identifie^ in order to 
minimize the uncontrolled sources of variation. For that reason, a field study was camed 
out and is presented in Chapter D regarding the ideutification of some of the factors that 
influence MT functions in this specie, iucluding seasonal and sex effects. In that study. M 
and metal concentrations (Cd, Cu and Zn) were determined iu the digestive glaud of both 
males and females of lí decussatus. The clams were collected monthly during the penod ot 
sexual differentiation (from July to Septembcr) from two sites in the Ília Formosa Lagoon: 
oue with direct anthropogenic influences and another distant from urban sources. lhe 
results show that MT and metal concentrations are not sex dependent. However, the 
concentrations of MT, (kl and Cu varied with season and sampUng site, and were 
significantlv higher iu July and August in the site with anthropogenic influences. Zn 
concentrations remained unchanged thronghout the sampling months and iu the two sites, 
suggesting this s|>e<'.ie is capable to regulate the leveis of this metal. '1 herelore, the most 
influencing factor for MT synthesis in this natural population of B decussatus soems to be 
the metal concentrations. 
Laboratory assays are commonly used in toxicological research síudies and represent an 
imjiortaut tool to understand and evaluate the effects of contaminante, althougb not 
completely representative of the natural environmental complexity. In this pers|)ective, the 
processes of bioaccumulation, transferem», storage and elimination of (kl, Cu and Zn were 
studied as well as the relation of these metais with MT leveis within the different tissucs ol 
R decussatusauA are accessible iu Chapters III, IV, V and VL 
Chapter III regards the role of MTs in Cd accumulation and elimination processes m 
different tissues of li decussatus after two environmental realistic sublethal exposures (4 
and 40 jig l1), followed bv a depuratiou period. The aira of Chapter IV was to previously 
determine the toxicitv of Cu in this ciam, and subsequently study the role of MT after a 
sublethal (25 pg l1) and acute (50 pg l1) Cu exposure. The sublethal exposure also allowed 
to studv MT function during Cu elimination, and clarifies if this metal is bindiug to Mis 
or to other cvtosolic constituent proteins. Iu Chapter V the role of MT in Zn accumulation 
and elimination was investigated in several tissues of B decussatus after two Zn exposures 
(100 e 1000 pg l1), followed by a depuration period. During Zn accumulation and 
elimination jiroccsses, subcellular distribution of Zn and low molecular weight fraction 
coni|K)nente containiug this metal were also considered, in order to conclude on the affimtv 
of t his element iu the several cellular compartmenta. 
FinaUy, Chapter VI focused on the role of MT during the simultaneous accumulation ol 
(kl, Cu and Zn in different tissues B decussatus after a metal mixture exjiosure, attempting 
to express the natural environnient conditions. This |K)lymetallic exjieriment takes into 
account the importance of metal interactious, and consequently the mechanisms of cellular distribution within the tissues and MT binding properties. 
In general, ali metais studied induced the synthesis of MT, eveu thongh it depended largelj 
of the tissues analvsed, the environmental metal concentrations and metal competition 
(metal mixture effect). MT inductiou iu the tissues of B decussatus varied following Cu > 
Cd > Zn. On the other hand, resulte obtained in Chapters 111, TV and V showed remarkable 
differences in the metal elimination kinetics in the tissues ol this ciam. Cd is not easily 
eliminated from the tissues. Zn is the metal more rapidly eliminated from the tissues. 
however with a lower elimination rate when compared to the other essential metal studied 
(Cu). 
v 
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During metal depnration period, a simultaueous and rapid decrease of MT concentrations 
occurred iu the tissues, particularlv iu the clams pre-exposed to Co. Generally, Cd lialf-liTe 
in the tissues of II decussatus was significantly higher wh eu compm-d to those exhibite<I 
by essential metais (Cu aud Zn). MT half-live in the sarae tissues was shorter than the 
metais, with exception to Cu (tx9 Cd > t12 Zn > tl2 MT > t12 Cu). The differences obseneel iu 
depnration kinetics between the three metais can Ix? explained in some extent by the fast 
degradation of MT-Cu aud MT-Zu complexes compared to MT-Cd. Consequently, MT-Cd 
complexes are more difficulty elimiuated from the cytoplasm. 
To complete this work, the infonnatiou obtaiued was tested in a natural popnlatíon, in 
order to predict and confimi the use of this protein as a biomarker. The ília Formosa 
Lagoou is a very important ecological system and was selected in this study since the ciam 
li docusiatus is particularlv abundant and re|)reseuts au economically relevant natural 
resource. Chapfer VII pointed out that the spatial and scasonal variation found in metal 
and MT concentrations iu the gills aud digestive gland of the ciam Ji decussatus is 
associated lo fluctuations in enviromnenfal bioavailability of Cd. 
This study showed the MT jwtential to respond as an early warning marker of 
coutamination is metal dependent MT can be used with that iutent toward Cd, since at low 
and realistic concentrations of this metal, MT is indnced in the different tissues of Ji 
decussatus. Coutrarily, iu relation to Cu coutamination, although MT sjmthesis depended 
ou the time aud concentration of exposure, the fast elimination of MT-Cu complex limits 
its use as biomarker. Finally, the MT resjKmse following Zn ex|x>8ure iudicates that this 
protein is not a useful biomarker for this metal. Indnction of MT occurs only at 
enviromnental unrealistic leveis of Zn. When MT is used in inouitoring programs for 
coastal zoues, where a large range of Zn leveis can be found, the response of this protein 
does not reflect the concentrations of this metal 
From lhe resulte of the present study, it ia suggosted that MT leveis in the organisms are the 
conseqnence of equilibrium between protein syuthesis aud degradation. In facf, when 
detoxification pnx-esses coutrolling MT are activated after Cu and Zn exposures, it may not 
necessarily increase MT leveis, but rather enhance the protein turaover rate. 
To conclude, MT concentrations in the field depend essentially of C!d exposure, particularlv 
in the gills and digestive gland, where MTs can Ix» used as an early indicator of (kl exposure 
aud must be considered a useful biomarker to assess the toxicological status ou this natural 
population of clams. 
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L INTRODUÇÃO GERAL 
O interesse pelo estudo do comportamento dos metais no meio aquático foi despertado 
na comunidade cientifica a partir da revolução industrial, quando a utilização destes 
elementos e dos seus compostos, assim como a sua rejeição para o meio ambiente teve 
um enorme incremento e o qual ainda boje não cessou. 
Entre as substâncias químicas, cuja ocorrência e acumulação no ambiente em 
concentrações acima de um determinado nivel é preocupante, destacam-se os metais. 
Os melais são reconhecidos como os contaminantes com maior potencial na indução 
de efeitos biológicos adversos (Martin & Richardson, 1991). listes efeitos derivam da 
sua persistência, toxidade e do seu notável grau de acumulação ao longo da cadeia 
trófica, podendo em último grau atingir o Homem (Hernandez-Hernandez et, til, 
1990). 
As zonas onde geralmente aparece este tipo de contaminação são áreas com 
implantação industrial e com elevado desenvolvimento agrícola. As zonas costeiras, 
incluindo os sistemas lagunares costeiros, são particularmente afectadas, uma vez que 
de um modo geral oferecem boas condições para implantações industriais e 
localização de centros urbanos importantes. 
A análise de moluscos bivalves tem sido utilizada para obter informações da 
jwtencial contaminação e dispersão de metais nestas áreas. Estes organismos são 
denominados bioindicadores, e correspondem a espécies e/ou grupo de espécies que 
pela sua presença e/ou abundância são significativas das propriedades do ecossistema 
onde estão inseridas (Guelorget & Pertbuisot, 1984). No entanto, a utilização de 
bioindicadores para estimar e seguir o estado de saúde ambiental não permite 
prevenir precocemente uma situação de contaminação (Lagadic et /d, 1997). Na 
tentativa de detectar os primeiros riscos de contaminação, vários investigadores têm 
orientado os seus estudos na função de moléculas sintetizadas normalmente em taxas 
variáveis ou excepcionalmente presentes nas células dos organismos na presença de 
contaminantes. Estas moléculas são denominadas genericamente por biomarcadores, 
e são definidas por Lagadic et ai. (1997) como sendo "uma mudança observável e/ou 
medida ao nivel molecular, bioquímico, celular, fisiológico ou comportamental, que 
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revela uma exposição presente ou passada de um individuo a uma substância química 
com características poluentes. 
Existem diferentes tipos de biomarcadores consoante a sua espeeil icidadc relativa à 
sua resposta aos diferentes tipos de contaminantes. Contrariamente a outros 
biomarcadores (histológicos, imunológicos ou fisiológicos) que não reflectem a 
presença de um contaminante em particular, a metalotionina (MT) mostra uma certa 
es])ecificidade relativamente à contaminação metálica Por esta razão, numerosos 
estudos sugerem a determinação dos níveis de MT em esquemas de monitorização 
ambiental com o objectivo de prever, a nível molecular, alterações bioquímicas 
causadas por metais antes que efeitos toxicológicos adversos possam ocorrer 
(Langston et ai, 1998; Cosson, 2000; Isani et al., 2000). 
1.1. METAIS NO MEIO AQUÁTICO 
As fontes dos metais que entram no meio aquático podem ser tanto de origem natural 
como antrópicas. Os processos naturais como a erosão e lixiviação química dos solos e 
rochas das bacias hidrográficas (materiais litogénicos) constituem a fonte mais 
importante dos níveis de base dos metais. Os detritos de organismos e os produtos de 
decomposição da matéria orgânica (materiais biogénicos) também contribuem, 
embora em menor escala, para a quantidade de metais de origem natural (Clark, 
2001). No entanto, presentemente a quantidade de metais provenientes de fontes 
antrópicas de certos metais pesados no meio aquático iguala ou excede a quantidade 
libertada jwr processos naturais. Destacar se entre outras, (i) a exploração e 
processamento de minérios, os quais podem causar a dispersão e deposição de grandes 
quantidades de metais vestigiais, (ii) os efluentes domésticos c industriais, (iii) os 
metais lançados para a atmosfera, provenientes da queima de combustíveis fósseis 
que ao serem arrastados jiela chuva entram no ciclo da água, (iv) a lixiviação das 
bacias hidrográficas que arrasta produtos utilizados na agricultura que 
frequentemente contém grandes quantidades de metais (Neff, 2002). 
Nas águas naturais os metais podem estar presentes sob formas físico-químicas muito 
variadas na fase solúvel e particulada A especiaçâo química destes elementos no 
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meio aquático depende dos factores fisico-quimicos do ambiente considerado. Estes 
factores, (ais como a salinidade, o pH, a turbidez, a concentração em matéria 
orgânica, bem como as propriedades inerentes a cada metal, determinam a forma 
química dos melais nos sistemas aquáticos (Clark, 2001). 
Na fase solúvel, os metais podem estar presentes sob a forma de iões hidratados, de 
complexos orgânicos e inorgânicos, bem como associados á fase coloidal Ao uivei da 
fase parti cu bula, os metais encontram-se adsorvidos ou incorporados na matriz 
mineral detrítica (Morrison, 1989). 
L1.L TOXICIDADE D06 METAIS 
Os elementos metálicos encontrados no ambiente podem ser classificados era duas 
categorias, segundo o seu carácter essencial ou não-essencial. Um metal é considerado 
como essencial quando responde a dois critérios: (i) a ausência ou carência do 
elemento altera os processos vitais; (ii) a alteração desses processos vitais pode ser 
prevenida pela conservação ou adição, segundo as necessidades fisiológicas do metal 
considerado. Seguindo esses critérios, dezassete metais são considerados essenciais, 
donde quatro (Na, K, Ca e Mg) estão presentes em grande quantidade, enquanto os 
outros treze (As, Cr, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Se, Si, Sn, V e Zn) estão presentes em 
estado vestigiário (0,001 a 1 mmol Kg1 de peso fresco) ou nitrarvestigiáno (<1 pmol 
Kg'1 de peso fresco) (Mason & Jenkins, 1995). 
A outra categoria agrupa os metais não-essenciais, para os quais nenhuma função 
biológica é actualmente conhecida (Hg, Ag, Cd e Pb). Estes elementos são 
considerados tóxicos mesmo era baixas concentrações (Mason & Jenkins, 1995). 
A toxicidade dos metais pode ser definida como uma disfunção biológica cansada 
pela captura de um elemento metálico (Mason & Jenkins, 1995). A maior parte dos 
dados sobre a toxicidade de metais foi obtido cm condições laboratoriais controladas, 
com o objectivo de estabelecer o efeito do metal sem procurar estudar o mecanismo 
correspondente á origem da resposta biológica. È geralmente admitido que os metais 
exercem a sua actividade tóxica dc forma não especifica As diferentes acções tóxicas 
podem ter lugar através do bloqueio de grupos funcionais essenciais nas moléculas 
<1 
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biológicas e/ou da luodificação da conformação dessas moléculas (Mason & Jenkins, 
1995). Por exemplo, o Cd jxKle agir sobre diferentes moléculas tais como pequenos 
polipeptideos como a glutationa ou metalocnzimas à base de Zn (por exemplo a 
fosfatase alcalina e a carboxipeptidase) (Giguère et al., 2003). Este metal pode 
também apresentar uma acção ao nivel das permeases, no entanto, estas moléculas 
podem também ser inibidas na presença de Cu, Zn ou Pb, (Kdo que nenhumas destas 
moléculas são especificas a um metal assim como um metal não é específico a este 
tipo de moléculas (Mason & Jenkins, 1995). Este tipo de ligação não especifica 
constitui a forma principal de toxicidade dos metais. 
Nos últimos anos tem-se dado particular importância ao estudo do comportamento de 
catiões metálicos no meio aquático, tal como o Cd, Cd e Zn. Estes metais encontram- 
se referidos em listas estabelecidas a nivel europeu para assegurar uma protecção 
eficaz do meio aquático. Deste modo, estabeleceram-se duas listas relativas à poluição 
cansada |)or determinadas substâncias perigosas lançadas no meio aquático. A Lista I 
inclui determinadas substâncias cuja escolha se baseia principalmente na sua 
toxicidade, persistência e bioacnmulação, na qual se inclui o Cd. A Lista II inclui 
substâncias que têm um efeito prejudicial no meio aquático, efeito esse que pode, 
todavia, ser limitado a uma determinada zona que depende das características das 
águas receptoras e da sua localização. Neste caso, qualquer descarga dessas 
substâncias deve estar submetida a autorização prévia após fixadas as normas de 
emissão. Nesta lista encontram-se o Cu e Zn (Directiva do Conselho n0 Vb/ibi/CEE). 
A Agência Americana de Protecção do Ambiente (EPA), para além dos critérios 
acima referidos, também estabeleceu critérios de qualidade para a água do mar e 
concentrações de risco (CR) para o consumo de produtos pesqueiros, relativamente a 
estes metais (Tabela 1.1). 
Tabela 1.1 — Critérios de qualidade para a água do mar estabelecidos pela EPA (1992, 1998) e 
concentrações de risco (CR) para o consumo de produtos pesqueiros (EPA, 2000), baseado uo 
consumo de 54 g d'1 de peixe durante 75 dias ano 1 (adaptado Neff (2002)). 





(pg g"1 peso seco) 
Cd 42 9,3 13,5 
Cu 4,8 3,1 540 
Zn 90 81 4055 
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1.1.2. CÁDMIO 
1.1.2.1. Ocorrência 
O Cd é uni elemento relativamente raro mas largamente distríbnido na crosta 
terrestre (Clark, 2001). O nível de Cd nos solos varia aproximadamente entre 0,01 e 
1,8 ppm (EPA 2001). Na água doce, o Cd pode ocorrer a concentrações inferiores a 0,1 
pg l"1 (Allen, 1994), mas em ambientes costeiros com influência antrópica, as 
concentrações podem chegar a 42 pg l1 (Langston, 1990). No meio marinho, o Cd 
encontra-se principalmente na forma dissolvida (Phillips & Rainbow, 1993) e 
apresenta-se maioritariamente sob as formas de complexos clorados (CdClo, CdCl.j e 
CdCP) (Clark, 2001). 
O Cd é relativamente móvel no ambiente marinho, devido á sua especiação, tendência 
para não se ligar fortemente a partículas e à sua capacidade de formar sulfuretos 
solúveis em condições redutoras. Grande parte do Cd existente em águas estnarianas e 
marinhas é transferível e potencialmente biodisponível. No entanto, o Cd iónico 
(Cd2*), 9ue geralmente representa uma pequena fracção do Cd dissolvido na água do 
mar, é a espécie mais biodis|>onivel (Neff, 2002). 
A partir de 1950 a utilização do Cd intensificou-se com a sua inclusão em 
estabilizadores e pigmentos plásticos, electrodeposição, soldaduras e outras ligas 
metálicas (Clark, 2001). O Cd é igualmente utilizado em centrais nucleares como 
componente das barras de grafite utilizadas no controlo do processo de fissão, e na 
indústria electrónica (telas de televisão, células foto voltaicas e dispositivos de 
detecção de radiação) (Tricot, 1989). A crescente preocupação relativamente aos 
efeitos do Cd na saúde humana, têm feito diminuir a sua utilização para estes fins, 
mas o impacto destas medidas não têm reduzido os níveis deste metal, uma vez que 
tem havido um aumento da utilização de Cd em baterias de Ni-Cd, e a produção 
mundial tém-se mantido relativamente constante em cerca de 19500 t ano 1 (Clark, 
2001). 
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L 1.2.2. Fontes 
A quantidade de Cd libertada no ambiente não pode ser rigorosamente quantificada 
uma vez que provém de unia grande variedade de fontes difusas (Tabela 1.2). 
A quantidade de Cd que é introduzida nos oceanos está estimada em 
aproximadamente 8000 t ano'1, das quais cerca de metade são resultantes de 
actividades humanas, sendo as restantes de origem natural. Aproximadamente 2900 t 
ano 1 de Cd são depositadas nos sedimentos, a maioria das quais na plataforma 
continental (Clark, 2001). 
Tabela 1.2 - Fontes de Cd no meio ambiente (adaptado de Clark (2001)). 
1. Fumo, poeiras e águas residuais provenientes da exploração mineira e refinarias de 
chumbo e zinco, assim como da produção de Cd. 
2. Água de lavagem no processo de electrodeposiçào (100 a 500 ppm de Cd). 
3. Fumos, poeiras, águas residuais e lamas provenientes das indústrias de exploração de 
ferro, aço e metais não ferrosos. 
4. Corrosão dos revestimentos galvanizados contendo Zn (que possuem 0,2% de Cd como 
impureza). 
5. Desgaste dos pneus dos automóveis que contêm entre 20 a 90 ppm de Cd como 
impurezas do óxido de zinco usado como revestimento. 
6. Fertilizantes fosfatados (== 100 ppm de Cd). 
7. Combustão de carvão e petróleo (0,25 a 5,0 ppm de Cd). 
8. Lamas de esgotos (« 30 ppm de Cd).  
1.1.2.3. Toxicidade 
O Cd na sua forma biodisponivel é um dos metais mais tóxicos para plantas e 
animais, uma vez que, induz nestes seres vivos anomalias genéticas, fenómenos de 
esterilização e de carcinogénese (Degraeve, 1981; Eisler, 1985). No Homem, a 
exposição crónica ao Cd provoca disfunções tubulares renais que podem progredir 
para danos renais mais generalizados e doenças ósseas se a exposição for elevada e 
prolongada (Elinder & Jarup, 1996). É ainda referido como uma das causas 
principais da doença Ital-ltai que afectou a população Japonesa (Wittmann, 1979), 
intervindo também como causador do síndroma de Franconi (Degraeve, 1981). 
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No que diz respeito aos invertebrados marinhos, na Tabela 1.3 encontram-sc 
resumidos alguns dos efeitos tóxicos resultante da exposição a Cd. 
Tabela 1.3 - Efeitos tóxicos de Cd em diferentes espécies de invertebrados marinhos. 






Dunaliella tertiolecta 100000 10000 
Paragem da respiração 
Inibição do crescimento 
Taylor, 1981a 
Hidrários 
Laomedea flexuosa 110-280 11 Inibição do crescimento Stebbing, 1976 
Moluscos Paragem do 
desenvolvimento dos Crassostrea gigas 1000 Taylor, 1981a 
embriões 
2000 2 LCm nas larvas 
611 2 Embriogénese anormal Martin et ai, 1981 LCm e inibição de His et ai. 1999a 
>100 4 crescimento em indivíduos 
com 16 dias 
LCso e inibição de 
75-85 4 crescimento em indivíduos 
com 6 dias 
Diminuição do 
20-25 6 recrutamento em indivíduos com 16 dias 
500-1000 1-3 Embriogénese anormal 
Crassostrea 75 4 LCso em indivíduos de 3 dias 
Inibição de crescimento 
■ 
margantacea 
40 4 em indivíduos de 3 dias 
LCso e inibição do 
>100 4 crescimento em indivíduos de 13 dias 
Crassostrea virginica LCso em indivíduos com 48 horas >27 8 
Dreissena polymorpha 9 77 Afecta a taxa de filtração Kraak et ai. 1992 
Isognomon > 100 2 Embriogénese anormal Ringwood, 1992 
californicum 
Lilíorina lilíorea 1250 Alteração das células digestivas Vega et ai. 1989 








1200 2 Embriogénese anormal Martin et ai. 1981 
Deformações na concha Sunila & Lindstrom, >0,1 365 1985 
168 Inibição folicular em Kluytmans et ai. 0.1 ambos os sexos 1988 
60 40 Acumulação irreversível Everaarts, 1990 
Mytilus > 4000 2 Embriogénese anormal Pavicic et ai. 1994a galloprovincialis 
Ostrea edulis 100 110 Redução de amebócitos George et ai, 1983 
Crustáceos Wueí ai. 1997 Balanus amphitrite 100 6 Inibição do recrutamento 
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LL3. COBKB 
1.1.3.1. Ocorrência 
O Cn está largamente distribuído na crosta terrestre sendo particularmente comum 
encontrá-lo combinado cora Fe, C c O. Em água naturais, o Cu ocorre principalmente 
na forma solúvel, em concentrações que variara entre 0,0õ e 0,35 pg 1 1 (Neff, á003), 
podendo ultrapassar 11 rag 11 (Bishop, 1983). Os sedimentos em ambientes costeiros e 
estuário os contaminados contêm mais que 200 pg g'1 de Cu (Neff, 2002). No meio 
marinho, o Cu encontra-se principalmente na forma de CuCO.,, ou em águas com 
baixa salinidade na forma de CuOH, podendo também formar complexos com 
moléculas orgânicas (Clark, 2001). 
O Cu tem numerosas aplicações, nomeadamente como agente catalisador, agente 
oxidante em corantes na indústria têxtil, fungicida, insecticida algicida pesticida 
como aditivo de solos, uas tintas para conservação da madeira e branqueador na 
indústria petrolífera (Baruthio, 1991), estimando-se uma produção de cerca de 7,5 
milhões t ano1 deste metal (Clark, 2001). A vasta aplicação dos compostos de Cu tem 
vindo a contribuir para um aumento dos níveis deste metal no meio marinho (Neff, 
2002). 
1.1.3.2. Fontes 
Estima-se que as fontes naturais de Cu no meio marinho sejam de 325000 t ano 1 
resultante da erosão de rochas minerais. As fontes de origem antròpica são bastante 
localizados e variara grandemente com a sua natureza (Tabela 1.4) (Clark, 2001). 
Tabela 1.4 - Fontes de Cu no meio ambiente (adaptado de Baruthio (1991) e Clark (2001)). 
1 Escorrências da exploração mineira e refinarias de cobre e zinco 
2. Corrosão de equipamentos eléctricos e amalgamas metálicas 
3. Corrosão de tintas antivegetativas nos cascos de navios 
4. Lamas e esgotos industriais e urbanos 
5. Escorrências agrícolas   
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1.L3.3. Toxicidade 
O Cu é um micronutriente essencial para plantas e animais (Neff, 2002'). A 
actividade de Cu no metabolismo vegetal manifestar se principalmente na sintesc da 
clorofila e na actividade de algumas enzimas. A carência deste metal provoca 
deficiências fotossintéticas e incapacidade de produção de sementes. Este elemento 
desempenha igualmente um papel importante no metabolismo animal. Existem 
numerosas enzimas que possuem Cu na sua constituição, como por exemplo: a 
dopaminar (3- hidroxilase do cérebro; a superóxido dismntase dos eritrócitos, do figado 
e do cérebro; o citocromo C oxidase; a ceruleoplasmina e as metaloproteinas que sem 
terem uma função enzimática têm um papel muito importante no metabolismo do Cu 
(Houot & Tarai lo, 1991). A carência de Cu no metabolismo animal pode provocar 
anemia, diarreia e distúrbios nervosos. Por outro lado, a ingestão excessiva de 
compostos como o sulfato de cobre pode causar vómitos, cãibras, convulsões ou mesmo 
a morte (Baruthio, 1991). 
O Cu, apesar de ser um metal essencial, pode ser tóxico em determinadas 
concentrações. Na tabela 1.5 encontram-se alguns exemplos dos efeitos do Cu cm 
invertebrados marinhos. As concentrações de Cu dissolvido utilizadas em 
laboratório, que causam efeitos letais ou subletais nos organismos marinhos 
encontram-se frequentemente na mesma gama das encontradas no meio aquático, 
principalmente em estuários com influência urbana (Neff, 2002). No entanto, não 
significa que as concentrações de Cu encontradas no meio marinho c estuarino, 
sejam suficientemente elevadas para provocar efeitos adversos na fauna e na flora 
residente desses meios, uma vez que 90% do Cu total dissolvido encontra-se 
complexado com ligandos orgânicos e não está biodisponivel para provocar efeitos 
tóxicos nos organismos. 
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Tabela 1.5 — Efeitos tóxicos de Cu em diferentes espécies de invertebrados marinhos. 





Algas Taylor, 1978 Dunaliella lerliolecla 3000 
500 
4000 
Inibição do crescimento 
Diminuição da taxa respiratória 
Paragem da fotossíntese 
Haslea ostrearia 30 5-6 Diminuição da concentração de clorofila Joux-Arab et a!.. 2000 (16%) 
Hidrários 
Laomedea Jlexitosa 10-13 11 Inibição do crescimento Stebbing, 1976 
Hydra littoralis 2-10 Diminuição da taxa de reprodução Amiard-Triquet. 1989 
Moluscos 
Argopecten irradians 2 Diminuição de sobrevivência Nelson et a/., 1988 
Crassostrea gigas 40 Afecta o desenvolvimento embrionário Taylor, 1978 
400 4 LCso 
5-6,5 1 Embriogénese anormal Roberts His, 1985 
>100 4 LCso em indivíduos com 16 dias His ef a/., 1999a 
Crassoslrea virginica 47 1 Diminuição do crescimento Taylor, 1978 
5 2 Embriogénese anormal Martin et a/., 1981 
80 4 Aumento da peroxidação lipidica Ringwood ef a/., 1998 
Liííorina liííorea 80 41 Alterações nas células digestivas Soto ef ai, 1998 
Macoma balthica 10 Redução do tempo de vida Amiard-Triquet, 1989 
Mytilus edulis 200-1000 Alterações na taxa respiratória Scott S Major, 1972 
300 7 LCso e provocam uma para-gem da produção do bissus Taylor, 1978 
200 4 LCso 
150 Diminuição da taxa de filtração " 
5 2 Embriogénese anormal Martin ef a/., 1981 
10 3 Inibição do desenvolvimento da concha Manley, 1983 
Várias Deformações na concha em 46 % dos Sunila S Lindstrom, 1985 
concentrações indivíduos expostos 
20,8-25,6 Alteração da actividade respiratória Redpath S Davenport, 1988 
2-10 Efeitos inibidores no desenvolvimento da concha Amiard-Triquet, 1989 
2 5 Perturbações na taxa de filtração " 
10 4 LCso em larvas Strõmgren S Nielsen, 1991 
100-200 15 Diminuição do crescimento His et ai. 1999b 
Mytilus 40 3 Alteração do metabolismo proteico Viarengo et ai, 1980; 1981 galloprovincialis 
Diminuição dos níveis de glutationa Canesi ef ai, 1999 38 2 total nas brãnquias e na glândula 
digestiva 
Ostrea edulis 1 -3 2 LCso Amiard-Triquet, 1989 
Placopecten 10-20 Diminuição da reprodução Gould et ai. 1988 
magellanicus Nelson et ai. 1988 Spisula shdissima 2 Diminuição de sobrevivência 
Crustáceos 
Allorchesies compressa 3,7 Diminuição da população Ahsanullah S Williams, 1991 
Balanus amphitrite 480 1 LCso Sasikumar ef ai, 1995 
Balanus improvisas 200 1 LCso Canli S Fumess, 1993 Câncer magisler 49 Desenvolvimento larval anormal 
Elminius modestas 10000 1 LCso em larvas Taylor, 1978 
Nephrops norvegicus 100 14 LCioo 
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1.1.4. ZINCO 
1.1.4.1. Ocorrência 
Os depósitos de Zn encontram-se largamente distribnidos na crosta terrestre, sendo 
muito vulgar encontrar importantes depósitos de Zn associados a elevadas 
quantidades de Fe (marmatite). Este elemento está amplamente distribuído no 
ambiente, devido a actividades naturais e antrópicas, as quais resultam no transporte 
de Zn através da atmosfera, solos e água (Dorronsoro et al, 2002). 
A concentração de Zn nos oceanos Atlântico e Pacifico varia entre 0,006 a 0,12 pg 1 1 
(Pobl et al., 1993; Bruland et ai, 1994), tendendo a aumentar com a aproximação da 
costa e de estuários, nos quais são geralmente superiores a 4 pg l1 e ocasionalmente 
podem atingir 25 pg l1 (Morse et al, 1993; Law et al, 1994). Elevados teores de Zn 
podem ser encontrados nos sedimentos perto dos locais associados á extracção deste 
metal, podendo atingir 10000 pg g1 de Zn, no entanto em ambientes costeiros e 
estuarinos contaminados as concentrações de Zn são mais baixas variando entre 100 a 
5000 pg g 1 de Zn (Neff, 2002). O Zn no meio marinho forma uma variedade de 
complexos inorgânicos, cuja proporção depende da salinidade e do pH do meio 
(Amdurer et al., 1983). O Zn não complexado (Zn2') corresponde á espécie mais 
biodisponível e representa 17 a 4(5 % do Zn total dissolvido na água do mar. Os 
complexos ou compostos de Zn dissolvidos ou particn lados quantitativamente mais 
importantes na água do mar a pll a 8,1 são: Zn(OII)2, Zn Cl', ZnClã e ZnCOs- Os 
complexos com S"2 ou HS e ZnS particn lado também inxlem estar presentes em águas 
anóxicas (Al-Farawati & Van den Berg, 1999). 
O Zn metálico é utilizado na produção de ligas ou na galvanização de estruturas de 
aço. Uma das ligas mais importantes de Zn é o bronze, que consiste na mistura deste 
elemento com o Cu. O Zn pode também ser um aditivo em certas borrachas e tintas. 
Este metal é também utilizado como eléctrodo nas pilhas secas. Os compostos de Zn, 
nomeadamente o óxido de zinco (ZnO) é utilizado na indústria cerâmica e da 
txirracha e ainda no fabrico de tintas. O sulfato de zinco (ZnS04) tem aplicação na 
indústria têxtil e no enriquecimento de solos |>obres neste elemento. O cloreto de 
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zinco (ZnClg) é usado para preservar madeiras bem como em desodorizantes fluidos 
(Baruthio, 1991). 
1.1.4.2. Fontes 
Desde os anos 1970s as emissões de Zn têm vindo a ser reduzidas substancialmente, 
através do controlo mais eficiente dos processos industriais, no entanto existem uma 
vasta variedade de fontes de Zn (Tabela 1.6), as quais contribuem com uma entrada 
de Zn para os oceanos de 12000 - 66000 t ano"1 depositados através do ar (Jickkells, 
1995) e adicionalmente mais 6000 t ano"1 de Zn dissolvido através de escorrênciais 
fluviais. 
Tabela L6 - Fontes de Zn no meio ambiente (adaptado de Barutbio (1991); Jurkiewiez ct ai, 
(2001); Dorronsoro ct al. (2002)). 
1. Erupções vulcânicas, fogos florestais 
2. Escorrências da exploração mineira e refinarias de cobre e zinco 
3. Corrosão de equipamentos eléctricos e amalgamas metálicas 
4. Corrosão de tintas antivegetativas nos cascos de navios 
5. Lamas e Esgotos industriais e urbanos 
6. Escorrências agrícolas  
LL4.3. Toxicidade 
O Zn, tal como o Cu, é considerado um micronutriente essencial ao metabolismo dos 
organismos, intervindo na actividade de cerca de 300 enzimas (Vallée & Auld, 1990). 
A perda do Zn pode conduzir a uma inactivação da enzima quando o seu papel é 
catalítico ou regulador, mas quando o sem papel é estrutural, este pode ser substituído 
por um outro metal como o Cd sem perda de actividade, O Zn é interveniente na 
actividade de enzimas que participam na síntese e degradação dos ácidos nucleicos 
(ADN, ARN polimerase, ARNt sintetase), peio que a sua carência induz uma 
diminuição da síntese proteica O Zn é também um interveniente importante no 
equilíbrio ácido-base (auidrase carbónica), na síntese dos grupos berne, na 
desintoxicação dos radicais livres e no metabolismo dos álcoois (álcool desidrogenase) 
(Arnaud & Favier, 1991). Embora o Zn não seja considerado tóxico, existem certos 
sais deste elemento cuja ingestão provoca náuseas e diarreia A inalação de óxido de 
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zinco pode provocar lesões pulmonares e, de um modo geral, em todo o sistema 
respiratório (Baruthio, 1991). No meio marinho e principalmente nos invertebrados 
marinhos, o Zn é um elemento essencial, mas [nxle tornar-se tóxico em concentrações 
elevadas (Tabela 1.7). 
Tabela 1.7 — Efeitos tóxicos de Zn cm diferentes espécies de invertebrados marinhos. 
Espécie Concentração (M9 Zn l"1) 
Tempo de 
exposição Efeitos Referência (dias) 
Algas 
Duna lie lia tertiolecta 90000 Paragem da fotossíntese Taylor, 1981b 
Enleromorpha flexuosa 1000 Mortalidade Filho et a!.. 1997 
Hypnea musciforrnts 100 Mortalidade ■ 
Nitzschia clostenum 20 Inibição de crescimento Stauber & Florence, 1990 
Uiva atuca 1000 Mortalidade Filho ef a/., 1997 
Hidrários 
Eirene vindula 1500 Limite de toxicidade Taylor, 1981b 
Laomedea flexuosa 500 Inibição do crescimento Stebbing, 1976 
Moluscos 
Crassostrea gigas 300 Inibição do crescimento das larvas Taylor, 1981b 
119 2 Embriogénese anormal Martin et a!.. 1981 
30-35 6 Diminuição da fixação de larvas Amiard-Triquel, 1989 
80 4 Inibição do crescimento His et ai, 1999a 
10-100 1 -3 Embriogénese anormal • 
Crassoslrea >100 4 LCso em indivíduos com 3 e 
margariiacea 13 dias 
Dreissena polymorpha 382 Diminuição da taxa de filtração Kraak et ai. 1994 
Littorina littorea 80 41 Alteração das células digestiva 
Paragem de respiração 
Soto et a/., 1998 
Myíilus edulis 100000 Taylor, 1981b 
8000 4 LCso ■ 
2000 Diminuição da taxa de , filtração 
175 2 Embriogénese anormal Martin et ai., 1981 
6500-216000 Redução da mobilidade do Eamshaw et ai. 1986 esperma 
470-860 Diminuição da taxa de Redpath & filtração 
Efeitos inibidores no 
Davenport, 1988 




galloprovincialis In situ 
Alteração das células 
digestiva Etxberria et ai, 1994 
145 Embriogénese anormal Pavicic et ai. 1994a 
Crustáceos 
Allorchestes 100 Ahsanullah & Williams, 1991 compressa 1 Diminuição do crescimento 
Mysidopsis bahia 166 Afecta a taxa de reprodução Lussier et ai., 1985 
Palaemonetes pugio 11300 2 LCso Burton & Fisher, 1990 
Penaeus setifems 43870 4 LCso Vanegas et ai. 1997 
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1.1.5. Factores que influenciam a acumulação metálica nos organismos 
1.1.6.1. Factores fisico-químicos 
Uma mudança dos factores fisico-quimicos, |KKle alterar o equilíbrio da 
concentração de iões metálicos, afectando a sua biodisponibil idade e 
consequentemente a taxa de assimilação destes iões pelos organismos. 
Um dos factores mais estudados é o efeito da salinidade. A diminuição da salinidade 
leva a um decréscimo dos cloro-complexos metálicos (de Cd e Zn) e ]>or isso 
corresponde a um aumento da disponibilidade de iões livres. Os organismos que 
vivem em salinidades baixas contêm teores mais elevados de Cd, comparativamente 
com os organismos que habitam em ambientes com salinidades mais elevadas 
(Phillips, 1976; 1977a). Na Tabela 1.8 estão ilustrados alguns exemplos da 
influência da salinidade na acumulação de metais em diferentes organismos. 






Mytilus edu lis 
Metais Salinidade 
Aumento da incorporação de Cd Diminuição da 
e zn salinidade 
Aumento da incorporação de Cd 
Aumento da incorporação de Cd 
e Zn 
Aumento da incorporação de Cu 
e Zn 
Aumento da incorporação de Cd 




Mouneyrac et ai. 
1998; Legras et 
ai. 2000 
Frazier, 1979 






Carcmus maenas Aumento da incorporação de Cd Diminuição da salinidade 
Legras et ai. 
2000 
Orcheslia gammarellus Aumento da incorporação de Cd Salinidade <25%= Rainbow, 1997 
Pachygrapsus marmoratus Aumento da incorporação de Cd Diminuição da salinidade 
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A temperatura pode igualmente corresponder a um factor que influencia a 
acumulação de metais. O aumento da temperatura («tá ligado a ura aumento do 
metabolismo e a ura aumento da actividade dos organismos, levando 
consequentemente a um aumento da acumulação de metais. Por exemplo, na ostra 
Grassostrea virginica os uiveis de Cd e Cu aumentaram com o aumento da 
temperatura (Abbe et aí., 2000). No mexilhão Mytilus edulis a taxa de assimilação 
de Cd a 20°C foi superior à encontrada a 15°C em diferentes tecidos (Everaarts, 
1990). O mesmo padrão de acumulação foi observado noutra espécie de mexilhão (A/. 
galloproviaciallis), era que a taxa de acumulação de Cd nas brânquias aumentou 
com o aumento da temperatura (Serafim et ai, 2002). Watkins & Simkiss (1988), 
também observaram em M. edulis um aumento da incorporação de Zn com o 
aumento da temperatura, 
A presença de agentes complexantes é outro factor que condiciona a disponibilidade 
dos metais. Por exemplo, o EDTA reduz a disponibilidade de Cu e de Zn na ostra (. 
virginica (Zamuda & Sunda, 1982). 
Os uiveis de oxigénio também podem influenciar a biodisponibilidade dos metais. 
Na amêijoa Muco ma baltbica concentraçms baixas de oxigénio, resultam numa 
maior biodisponibilidade de Cu e consequentemente num aumento da incorporação 
de Cu |K)r parte destes organismos (Neuhoff, 1983). 
1.1.5.2. Interacções metálicas 
Na presença de vários contaminantes podem surgir fenómenos de antagonismo ou 
sinergismo e influenciar a bioacumulação metálica por parte dos organismos. De 
uma forma geral, as contaminações ambientais são poli metálicas e por vezes 
constituídas |>or vários ti|K»s de contaminantes. Essas interacções sao muito variáveis 
segundo a espécie (Tabela 1.9) e mesmo o órgão considerado. 
Uma fonte importante de variação dessas interacções está relacionada com as vias de 
exposição dos contaminantes (contaminação directa ou via trófica), o tempo de 
exposição, a concentração externa relativa de cada contaminante e o carácter 
essencial ou não dos elementos metálicos. Por outro lado, essas interacções podem 
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ocorrer a diferentes níveis: no meio exterior (interacções geoquímicas), ao nivel de 
locais de absorção na membrana e no meio intracelular (competição para os 
diferentes ligaudos) (Amiard-Triquet & Amiard, 1998). 
Tabela L9 - Exemplos de fenómenos de interacções metálicas (sinergismo ou antagonismo) 
em diferentes espécies de bivalves expostas a uma contaminação polimetálica. 
Espécie Exposição Efeito Referência 
Anadonla cygnea Cd (122 pg r1) + Cu (139 pg f1) Antagonismo recíproco Holwerda, 1991 
Crassoslrea gigas Cu (0.05 mg f1) + Pb (0,20 mg I"1) 
Cu + Pb/Cd antagonismo 
depois de 20 e 28 dias 





Ag (10 pg f1) Não foi detectado efeito na incorporação de Cu Ettajani et a/., 1992 





Cu (16 pg I"1) + Zn (377 pg f1) + Cd (113 pg f1) 
Não foi detectado efeito na 
incorporação dos 
diferentes metais 
Kraak et a/., 
1993 
Macoma balthica Cd (45 pg f1) + Zn (540 pg l"1) Zn/Cd antagonismo McLeese S Ray, 1984 
Mizuhopecten 
yessoensis Cd (0,5 pg f
1) 










Mytilus edulis Cd (0,01-60 pg mf
1) + Cu, Fe, Hg, 
Pb, ou Zn (5 pg ml") 
Não foi detectado 
interacção na incorporação 
de Cd nas brânquias 
Carpene & 
George, 1981 
Cd (200 pg l"1) + Se (141 pg f1) Não foi detectado efeito Bjerregaard, 1988 
Cd (200 pg f1) + Se (7031 pg f1) Se/Cd sinergismo ■ 




1.1.5.3. Parâmetros alomctricos 
A concentração metálica pode variar com o tamanho/peso e a idade dos organismos. 
Duma forma geral, os estudos efectuados em laboratório com moluscos, crustáceos e 
peixes indicam que a acumulação metálica é mais pronunciada nos indivíduos mais 
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pequenos, devido á superfície relativamente elevada em relação volume (Brown & 
Depledge, 19í)8) bem como ao metabolismo mais activo (Ringwood, 1993). 
1.L5.4. Factores sazonais 
A variação sazonal é um factor importante na variação da concentração metálica nos 
organismos. Este factor inclui a variação de outros factores, tais como o crescimento, 
a abundância de alimento, a reprodução e as condições ambientais (temperatura, 
concentração em azoto e fósforo, irradiação) (Brown & Depledge, 1998). Em vários 
estudos, as variações sazonais foram principalmente atribuídas a um aumento de 
peso dos organismos durante o período da reprodução, levando a um fenómeno de 
diluição biológica da concentração metálica (Amiard et nl, 1994; Regoli & Orlando, 
1994; Amiard & Bertbet, 1996). 
As diferenças sazonais na concentração metálica, também podem estar dependentes 
do sexo dos organismos. Por exemplo, no mexilhão M. ednlis foram encontradas 
concentrações de Zn mais elevadas nas gónadas das fêmeas relativamente à dos 
machos (Lobel & Wright, 1983). 
1.L5.5. Factores genéticos 
A informação genética, das diferentes espécies e mesmo dentro da mesma espécie, 
jKKle ter efeitos sobre a permeabilidade, as necessidades essenciais, os locais de 
fixação e armazenamento, a concentração em enzimas e outros processos que estão 
ligados ao metabolismo dos metais (Langston & Spence, 1995) e consequentemente 
na bioacnmnlação metálica I^obel et ai (1982) observaram era mexilhões (3/. 
etlulis), de tamanho e idade semelhantes e provenientes do mesmo local, 
concentrações de Ag que variaram significativamente entre indivíduos (14 vezes), 
mostrando que na mesma espécie determinados organismos apresentam a capacidade 
de regular este metal e outros assimilam este elemento a uiveis consideravelmente 
mais elevados. 
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1.1.5.6. Estratégias que limitam a incorporação de metais nos organismos 
Alguns organismos para limitar a acumulação de metais, são capazes de reduzir a 
biodisponibilidade dos metais no meio ambiente segregando agentes seladores. 
Algumas espécies podem limitar a incorporação de metais à sua superlicie através da 
produção de muco. Este fenómeno foi observado na ostra C. gigas (Engel & Fowler, 
1979). 
Outros processos que limitara a incorporação de metais foram descritos por Mason & 
Jenkins (1995), tais como, a diminuição da permeabilidade da superlicie epitelial, a 
redução do transporte de metais através da bicamada lipidica, bem como a presença 
de barreiras físicas (carapaças e conchas). 
O comportamento de isolamento por parte dos animais, também corresponde a uma 
estratégia de limitação da penetração metálica Nos bivalves o encerramento das 
valvas é um comportamento conhecido era resposta á presença de metais no meio 
(Baldwin & Kramer, 1994). 
1.1.6. penetração dos metais através da membrana celular 
Para a maioria dos invertebrados marinhos, incluindo os moluscos, a incorporação 
dos metais pode ocorrer directamente por difusão da água circundante através de 
superfícies corporais permeáveis, ou através da incorporação de alimento tanto de 
formas particuladas como dissolvidas (Depledge & Rainbow, 1990). Existem várias 
vias possíveis de incorporação para a maioria dos metais (Figura 1.1). 
A transferência de metais através da membrana plasmática das células ocorre 
provavelmente por difusão facilitada Simkiss & Taylor (1989) mostraram que o C u e 
Zn parecem ser incorporados através de uma proteína de transporte membranar com 
uma especificidade abrangente e que permite a passagem destes metais através da 
membrana celular. Yiarengo (1989) também sugere que a membrana plasmática 
contém proteínas intrínsecas que permitem a passagem selectiva dos iões. 
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Por outro lado, a incorporação dc iões essenciais, tais como o Ca, K e Na, ocorre 
através de processos dependentes de energia para atravessar a membrana celular. 
Estes iões não apresentam grande afinidade com os ligandos orgânicos e movcm-se 
através das membranas celulares hidrofóbicas contra gradientes de concentração 
através de bombas de transporte activo (Bainbow & Dallinger, 1993). O facto dos 
metais do grupo B (Cu, Zn, Hg, Cd) poderem atravessar a membrana celular um 
milhão de vezes mais rápido (pie o Na e K, sugere que as membranas não constituem 
barreiras e que o controlo dos metais do grupo B deve ser visto como dependente, por 































Figura 1.1 — Mecanismos propostos para o 
fluxo do entrada do iões metálicos nas células. 
M - iões metálicos (Phillips, 1993). 
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No caso da incorporação de Zn nos mexilhões, Elliot et ai. (1986) sugeriram um 
mecanismo de difusão passiva, e outros autores (Phillips, 1977c; George et al., 1978, 
George & Pirie, 1980) sugerem que a maioria do Zn é filtrado com o alimento e 
absorvido no interior dos mexilhões através do sistema digestivo, brânquias e manto. 
No entanto, noutros casos, como o Cd, a sua incorporação pode estar relacionada com 
transporte por bombas de iões que servem para a passagem de iões essenciais 
(Depledge & Eainbow, 1990). Viarengo et al. (1993) mostraram a inibição de ATP 
cálcico das membranas plasmáticas das células das brânquias do mexilhão M. 
galloprovinciaUs com diferentes metais (Cu2', Cd"', Hg ^ Zn"'). Chang et ai (1997) 
mostraram que o Cd perturbava a cinética de entrada do Ca nas células das lanas do 
peixe Tilapia provocada pela competição entre estes dois catiões para os canais 
cálcicos. O Hg, contrariamente a outros metais, é muito lipofilico na forma 
inorgânica (HgCL). A característica lipofílica permite às espécies Hg atravessar 
rapidamente a membrana celular (Farrell et ai, 1990; Bondou et al., 1991; Mason et 
ai, 1984). Gutneckt (1981) mostrou que o TIgClâ atravessa uma bicamada lipidica 
artificial vinte vezes mais depressa que a água e um milhão de vezes mais depressa 
que o Na* cora uma bomba. 
Estudos recentes indicam que a incorporação de metais pode ser especifica de cada 
espécie (Wang, áOOá). Por exemplo, os canais de Ca estão envolvidos na incorjjoração 
de Cd e Zn no mexilhão M. eduJis (Wang & Fisher, 1999; Vercauteren & Blust, 1999) 
e nas brânquias da ostra C. virginica (Roesijadi & Unger, 1993), mas não na amêijoa 
M. halthica (Wang & Fisher, 1999) e no mexilhão Septiíer virgatus (Wang & Dei, 
1999). 
Por outro lado, os metais ligados ao material particulado são incorporados pelos 
moluscos aquáticos maioritariamente via eudocitose, ou seja, através de um 
mecanismo de transporte activo que requer energia (George et ai, 1975). 
Dentro da célula os iões ligam-se a uma variedade de ligandos que mantém um 
gradiente de difusão directa e evitam o efluxo de metais. A taxa de acumulação de 
metais é determinada pelo número e características dos ligandos disponíveis e a sua 
afinidade com os metais (Mason, 1983). 
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LI.7. Metabolismo celular dos metais 
A concentração e distríbaição de metais nos organismos aquáticos estão altamente 
dependentes dos processos bioquimicos do metabolismo dos metais que ocorrem 
dentro das células. Muitos destes processos e/ou sistemas associados de captação de 
metais são comuns num extenso número de Mios, reflectindo o seu sucesso evolutivo 
na regulação de elementos essenciais (Cu, Zn, Fe, Mn, Co) para fins fisiológicos, 
biológicos e morfológicos. Por outro bulo, existem também mecanismos únicos de 
sequestro de metais em determinados grupos laxo nó mi cos (Langston et aí, 1998). 
Existe nma grande diversidade na natureza do metabolismo de metais, que se 
traduzem |K)r uma série de comportamentos em termos de incorporação, 
desintoxicação e armazenamento. Compreender jis estratégias adoptadas pelos 
diferentes organismos aquáticos no seu envolvimento com metais quer sejam 
essenciais, não essenciais ou metais essenciais em excesso, é a chave para avaliar o 
significado ecotoxicológico na capacidade de acumulação de metais (Langston et ai., 
1998). 
Os organismos aquáticos desenvolveram sistemas subcelulares para acumulação, 
regulação e imobilização de metais (George et ai, 1979; Vi arengo & Nott, 1993). 
Estes incluem moléculas solúveis como a metalotionina e outras metaloproteinas, 
lais como algumas enzimas antioxidantes, ou a compart i mental ização em lisossomas, 
grânulos e vesículas ligadas a membranas. Ao nivel do citosol, um dos sistemas mais 
importantes é a ligação dos metais a proteínas de baixo peso molecular e ricas em 
agrupamentos SIL" as metalotioninas (Figura 1.2). Neste trabalho dar-se-á ênfase a 
estas proteínas, pelo que as suas propriedades estruturais e funcionais serão 
desenvolvidas mais detalhadamente na secção 1.2 deste Capitulo. 
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Ligandos 
Solúveis 




O Núcleo Granulos> Metálicos 
Sedimento 
Me ► 
Figura 1.2 - lícprefientafiio ps(|ucniíiti<vi do metabolismo e toxicidade dos metais nas células eucanóticas 
de invctebrndos marinhos (adiíptado de Di Giulio <?/«/. (1995)). 
(1) No meio aquático o metal pode interactuar com uma serie de ligandos abióticos (ex. substâncias 
hómicas), isto pode suceder quer ao nível da coluna de água quer no sedimento; 
(2) A entrada dos metais na célula é feita geralmente através de canais iónicos ou proteínas 
transportadoras, localizadas na membrana plasmática (Figura 1.1), 
(3) No citoplasma, o metal livre pode ligar-se à metalotioniua, a ligandos de baixo peso molecular (glutationa, fitoquelatinas) ou de elevado peso molecular (metaloeuzimas), ou ainda a factores de 
transcrição específicos da metalotionina (FT^), que interagem com elementos reguladores 
específicos para o metal (MRE), localizados no promotor do gene da MT aumentando a transcrição e 
a síntese da Ml) 
(4) O aumento da concentração de metal na mitocôndria pode levar á ligação do metal a enzimas ou 
complexos proteicos, cruciais na cadeia respiratória, reduzindo a eficiência de conversão de energia e 
cansando problemas de natureza oxidatíva; 
(5) Em alguns tipos de células, os metais são englobados em lisossomas, saindo da célula por exoeitose, 
(6) Os metais são também englobados em depósitos granulados constituídos por camadas concêntricas, 
denominados esferocristais. Estes grânulos metálicos desempenham nos invertebrados marinhos um 
papel preponderante na desintoxicação dos metais. Os esferocristais derivam provavelmente de uma 
modificação do retículo endoplásmitico (Simkiss, 1984). 
Outra estratégia tie desintoxicação e comparti mental ização de metais, que ocorre nos 
invertebrados, é a sna acumulação em formas insolúveis menos reactivas. Os metais 
alcalinos e alcalino-terrosos (Na, Mg, K e Ca), os metais de transição (Ti, V, Cr, Mn, 
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Fe, Co e Ni) e metais de pó&-transição (Cu e Zn) são incorporados em grânulos 
minerais esféricos, onde estão ligados electroestaticamente como fosfatos insolúveis 
(George, 198:2; Taylor & Simkiss, 1984; Nott & Nicolaidou, 1989; Marigómez et jlL, 
2002). A incorporação dos metais cm grânulos localizados nos lisossomas e vesículas 
reduz a toxicidade intracelular conduzindo eventualmente â sua exocitose e posterior 
eliminação do organismo. De facto, este mecanismo de captação de metais em 
vesículas limitadas por membranas, pode representar uma estratégia geral de 
homeostasia metálica Os grânulos dos diferentes tecidos de invertebrados podem ser 
classificados em três ti|K)s, com base nas características químicas c citológicas: 
grânulos ricos era ferro, grânulos de cobre-enxofre (Cu-S) e grânulos de magnésio- 
cálcio (Mg/Ca) (Nott & Nicolaidou, 1994). 
A outra possibilidade de captação dos metais é a inclusão destes elementos nos 
lisossomas e em particular nos lisossomas terciários. Numerosos estudos provaram a 
presença de metais nestes organelos (George & Viarengo, 1985). Os metais podem 
penetrar nos lisossomas através das ATPs cálcicas. Nos lisossomas, os metais |>odem 
ser acumulados em formas não tóxicas para o organismo. Diferentes tipos de 
reacções bioquímicas estão implicadas na acumulação dos metais nos lisossomas 
(Viarengo & Nott, 1993). 
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1.1.7.1. Distribuição subcelular dos metais 
A importância relativa de cada um dos processos atrás referidos proporciona uma 
distribuição subcelular dos diferentes metais entre a fracção citosólica e a fracção 
insolúvel (núcleo, membranas e grânulos minerais). Esta distribuição nao depende 
apenas dos metais, dos organismos ou do órgão estudado, como também do grau de 
contaminação, da estação do ano e das diferentes etapas de vida do organismo. Na 
Tabela 1.10 encontra-se exemplificada a variação na distribuição dos metais em 
diferentes espécies. 
Tabela 1.10 - Percentagem de metais na fracção citosólica de diferentes esjx-cies de 
invertebrados marinhos (FC- fracção citosólica). 
























50% de Ag - controlo; 
19% de Ag - contaminada. 







28% de Zn; 
23% de Cu; 
30-66% de Cd dependendo do 
local e da estação do ano. 
50% de Cu e Zn; Regoli & 
10-15% de Pb e Fe, Orlando, 1994 
Variação da distribuição Serra et al.. 






Laboratório 41% de Cd; 
27% de Hg; 
56% de Zn. 
Laboratório 84% de Cd; 
(500 pg Cd l"1; 52% de Cu; 
150 pg Cu l"1; 12% de Zn. 
1000 pg Zn f1) j ^ 67% de Cd; 
72% de Cu; 
50% de Zn, 
66% de Cd; 
44% de Cu 





In situ Variação da distribuição hamza- subcelular de Cd, Cu e Zn nos Qhaffai et a/, 
meses de Junho, Julho, Agosto iggg 
e Setembro,  - 
Crustáceos 







A percentagem de Cd e de Cu Legras et ai 
aumenta com o grau de 2000 
contaminação. 
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1.2. MBTALOTIONINAS 
O grande número de funções que as proteínas desempenham é definido tanto, pelas 
conformações estruturais como pelos seus centros activos. Muitas proteínas possuem 
na sua estrutura iões metálicos que são capazes de se fixarem nos centros activos, 
sendo designadas sob o termo geral de metaloproteinas. Estas proteínas jiertencem a 
duas categorias segundo apresentam ou não actividade enzimática Cerca de um terço 
de todas as enzimas conhecidas necessitam de iões metálicos como cofactores de 
actividade catalítica (Voct et td., 1999), entre os quais 70% são metais de transição 
essenciais tendo uma coordenação com o enxofre em algumas ou todas as suas 
manifestações biológicas. Estes iões metálicos são essenciais para a catalise de 
inúmeras actividades biológicas vitais incluindo a transferência de electrões, fixação 
de oxigénio, redução de sulfitos e nitritos, hidrólise e reacções de desidrogenação 
(Chan et ai, 8002). 
As metalotioninas (MTs) pertencem á segunda categoria e são consideradas como 
derivados metálicos de uma proteína rica em enxofre chamada tionina (Amiard & 
Cosson, 1997). A primeira proteína tendo as características das MTs loi detectada no 
córtex renal do cavalo por Margoshes & Vallée (1957), tendo sido identificada como 
responsável pela ligação de (kl, Cu e Zn e consequentemente pela acumulação destes 
metais no rim do cavalo. Posteriormente esta proteína foi purificada e caracterizada 
jHir Kâgi & Vallée (1961). As MTs são proteínas ubíquas, sendo encontradas em 
mamíferos, |)eixes, crustáceos, moluscos e alguns organismos unicelulares, muitas 
vezes apresentando diferentes isoformas dentro destes grupos taxonómicos (Stillman 
etal., 1992). 
As MTs constituem uma classe de proteínas solúveis, não enzimáticas, com uma 
única cadeia polipeptídica e de baixo peso molecular ((>-7 kDa). A sua composição é 
bastante característica, com um conteúdo de cerca de 30% de resíduos cisteícos, uma 
quantidade elevada de resíduos de serina, lisina e arginina e ainda a ausência de 
aminoácidos aromáticos e de histidina (Nordberg, 1998). 
Estas metaloproteinas ligam-se com grande afinidade a iões metálicos d10 de vários 
tamanhos, como Cd (II), Cu(II), Zn(II), Hg(II) em dois centros activos metal- 
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enxofre. Esta afinidade deve-se á abundância de sequencieis contendo cisteina (Cys) 
(Messerle et ai, 1992). 
Na Tabela 1.11 encontram-se resumidas as características das MTs resultante da 
compilação dos dados referidos desde o primeiro encontro internacional sobre MT 
(Nordberg & Kojiraa, 1979) com os dados mais recentes sobre esta proteína 
Tabela Lll - Características das MTs (adaptado de Nordberg (1998)). 
1. Baixo peso molecular (6Kda - 7Kda); 
2. Elevado conteúdo em cisteina (20 - 30%); Ausência de aminoácidos aromáticos e histidina; 
N acetilmetionina; C-alanina; 
3. Sequência única de aminoácidos (60-62 aminoácidos); 
4. Estrutura terciária com dois domínios; 
5. Elevado conteúdo em metal (Cd, Zn, Cu e Hg) correspondendo a 5 -10% ph/ph; 
6. Absorção para as ligações Metal-S: 250 nm (Cd). 225 nm (Zn), 275 nm (Cu) e 300nm (Hg); 
7. Síntese induzida por factores exógenos e endógenos; 
8. Não apresenta ligações bisulfureto; 
9. Termicamente estável; 
10. Proteínas solúveis, não enzimáticas, localizadas no citoplasma das células e nos 
cromossosmas; 
11. Existência de polimorfismo estrutural (isoformas). 
1.2.1. Estrutura das metalotionlnas 
L2.L1. Estrutura primária 
A característica comum de todas as MTs é a ocorrência de uma sequência peptidica 
Cys-X-Cys, onde X representa ura resíduo aminoácido diferente de Cys e este último 
é altamente conservativo (Figura 1.3). 
Nas MTs, a apoproteina, aparenta ter uma estrutura predominantemente 
desordenada. No entanto, a,])ós a ligação de iões metálicos á apoMT, a proteína 
adquire uma forma liem definida com dois domínios distintos (Romero-Isart & 
Vasák, 2002): 
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o domínio a composto jkit 11 cisternas, em que algumas estão associadas 
duas a duas Cys-Cys, com um terminal carboxilico (C-terminal); 
o domínio p com 9 cisteinas, em que não existem duas cisteinas consecutivas. 
Este segmento termina com a função amina (N-terminal) (Figura 1.3). 
Estes dois domínios, de tamanho equivalente (diâmetro: 15 a 20 À) estão ligados ao 
nivel dos aminoácidos 30 e 31 (2 lisinas) formando uma molécula linear de 
dimensão máxima de 30 a 35 À. Estas moléculas encontram-se dobradas em torno 
dos iões metálicos ligados aos átomos de enxofre das cisteinas (Vasák et ai, 1987). A 
formação geométrica especifica destas coordenações requerem que a cadeia 
polipeptidica se dobre em torno dos iões metálicos, formando clusters altamente 
organizados de metal-tiolato cora coordenação tetraédrica |»ara o Zn(ll) c ('<1(11) e 
coordenação triangular para o 0o(r) e Ag(I) (Chan et a/., 2002). 
Figura 1.3 - Sequência primária de aminoácidos da MT8A de fígado de coelha O domínio p encontrar 
localizado no N-terminal da proteína e consiste nos resíduos de 1-31. O domínio a está localizado no C- 
tenninal e consiste nos resíduos de 33-62 (adaptado de Chan fít /d (8008)). 
ic 
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Os dois domínios das MTs não fixam o mesmo número de iões; 4 para o a e 3 para o 
(3 no caso dos iões metálicos divaiente como o (>1(11) e Zn(II) e 6 para os domínios a 
e (3 no caso dos iões metálicos monovalentes tal como, o Cu(I), An(I) e Ag(I) (Chan 
et íil, áOOá). Ontros antores também referem a presença de 17 ou 18 iões de Ag 
ligados ao nivel dos dois domínios (George & Olsson, 1994; Mason & Jenkins, 1995). 
Estes dois domínios não se preenchem simultaneamente e apresentam afinidades 
diferentes consoante os metais; O Zn e Cd ligam-se mais fortemente ao domínio a 
que ao (3, ao passo que o Cu e a Ag apresentam uma afinidade inversa (Kãgi & 
Nordberg, 1979). Por outro lado, a estabilidade dessas ligações varia com o metal 
fixado: para o Cu é 100 vezes mais elevada do que para o Cd, sendo esta cerca de 1000 
vezes mais estável relativamente ao Zn. O Hg e Ag têm uma afinidade para as MTs 
muito maior que o Cu (Amiard & Cosson, 1997). Deste modo, a afinidade dos iões 
metálicos para os centros activos desta proteína segue a seguinte ordem: Hg(II) > 
Ag(I) - Cu(I) > Cd(ll) > Zn(n) (Stillman, 1995). A substituição de catiões metálicos 
nestas proteínas e em outros ligandos é condicionada pela estabilidade das diferentes 
ligações, e também pela concentração de cada um dos elementos no meio (Otvos et 
al., 1993). 
Uma indicação do polimorfismo genético associado a estas proteínas é a presença, em 
algumas espécies, de várias isoformas de MT, com pequenas diferenças na sua 
estrutura, primária, embora suficiente para as diferenciar em termos de carga total 
da proteína (Kãgi & Kojima, 1987). 
As quatro maiores isoformas encontradas nos mamíferos (MT-1, MT-2, MT-3 e MT- 
4) diferem relativamente aos aminoácidos (excepto nos 20 Cys partilhados) e á carga 
iónica (Tabela 1.12). 
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A composição metálica d.is proteínas nativas 
depende da fonte natural e da exposição prévia 
aos metais. As isoformas MT-1 c MT-2 isoladas 
no fígado humano contêm principalmente Zn, 
enquanto que as isoladas no rim contém 
principalmente ('d com algum Cu e Zn (llomero- 
Isart & Vasák, 2002). Em organismos superiores, 
as MTs são as únicas proteínas nas quais o Cd ò 
acumulado naturalmente (Kâgi, 1091). As formas 
especificas de MT-3 c MT-4 contém Zn e Cu em 
ambos os tecidos de mamiferos. Contrariamente 
às formas de MTs dos mamiferos (pie podem 
ligar-se a Zn, Cd e Cu simultaneamente, as MTs 
das leveduras e fungos contém exclusivamente 
Cu(I) (Romero-Isart & Vasák, 2002). 
No que respeita aos invertebrados aquáticos, são 
conhecidas algumas estruturas primárias das 
MTs. Numerosas isoformas foram descobertas no 
mexilhão M ednlis (Mackay ct ed., 1993), na 
ostra C. virginica (Roesijadi et al., 1989), nos 
caranguejos, Carcinus wacuas (Pedersen et al, 
1994) e Ctúliuectes mpidus ( Bn)uwer & Brouwer- 
Hoexum, 1991; Brouwer et ai., 1992, 1995). 
Relativamente à amêijoa em estudo, lt 
decussatiis, foram identificadas quatro isoformas 
na glândula digestiva após exposição ao Cd. Duas 
destas isoformas de MT foram purificadas, 
caracterizadas e determinada a sequência de 
aminoácidos na zona do N-terminal (Bebianno et 
al, 2000; Si mes et ai, 2003) (Tabela 1.12). 
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1.2.1.2. Estrutura terciária 
A primeira estrutura tridimensional desta proteina foi a MT-* de mamífero obtida 
.anto por NMB, como por raios-X e por méWos cristaiográficos (Figura U). For 
também identificada a estrutura tridimensional completa de Me(n>MT em dots 
invertebrados a "'Cdj-MT-1 no caranguejo azul (Calli neles sapidns) (Naru a e 
19951 e '"Cd,-MTA no onriçodo-mar {Strong.yIoeentrotaspurpuras) (Biek et ol., 
1909). A única estrutura 3-D de MT contendo Cn(I) foi descrim na levedura 
iSaeobaromvees eeierísaé) com 53 aminoácidos (Bertini et *1., 8000). 
As estruturas tridimensionais formadas pela ligação de metais dependem não só do 
meta, ligado, como também do número de metais ligados 4 ^ 
coordenação preferencial de cada metal (tetraédrioa, triangular on dtagonal) ( 




Ficara L4 - Estrutura terciana da 
molécula do MT-8 de fígado de rato 
obtida por cristalografia de raios-X. 
Resíduos de 1-30 englobando o grupo 
Cd1,ZnaCvs9 no N-tcrminal do 
dominio p e os resíduos de 31-61 o 
grupo Cd4Cysn no Oternunal do 
domínio a (RomerfFlsart & Vasák 
2002). 
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1.2.2. Classificação e nomenclatura das mbtajlotioninas 
O sistema, de nomenclatura das motalotioninas foi inicialmente adoptado em 1978 
(Nordberg & Kojima, 1979) e modificado em 1985 pela subdivisão das MTs em 3 
classes (Fowler et al, 1987) (Tabela 1.13). 
Com o aumento do número de sequências de MT (aproximadamente 200), assim 
como variações apreciáveis no comprimento das sequências, na composição em 
aminoácidos, no número e na repartição dos agrupamentos Cys, a subdivisão cm 3 
classes foi considerada inadequada. Por este motivo, alguns autores (Kojima et al., 
1999; Binz & Kãgi, 1999) propuseram uma nova nomenclatura constituída por 
famílias, sub-familias, sub-grupos e isoformas utilizando principalmente as 
similaridades das sequências e das relações filogenéticas. Assim, as MTs seriam 
classificadas em 15 famílias diferentes. 
Com esta classificação as MTs dos moluscos, pertencem à família 2 e apresentam um 
padrão sequencial: Cys-x- Cys-x(3)- Cys-Thr- Gly- x(3)-Cys- x-Cys-x(3)- Cys- x-Cys- Lys, 
localizado no terminal carboxilo da proteína As características conhecidas da MT 
de moluscos incluem 64 a 75 aminoácidos, 18 a 23 Cys, pelo menos 13 totalmente 
conservadas. Esta família apresenta 4 subfamilias (mol- mexilhão MT1, mo2- 
mexilhão MT2, mog- gastrópodes e mo- outros moluscos) (Binz & Kãgi, 1999). 
Tabela 1.13 - Critério do classificação de motalotioninas segundo Fowler et al. (1987). 
Classe I Agrupa todas as MTs postas em evidência nos vertebrados e MTs isoladas em 
outros Filos, apresentando um alinhamento das cisteínas muito próximo da dos 
mamíferos. 
Esta classe também inclui para além das MTs dos mamíferos as MTs isoladas de 
 certos crustáceos e moluscos (M. edulis, M. galloprovincialis, C. gigas).  
Classe II Contêm as proteínas com várias propriedades idênticas às das MTs, mas sem 
" ^ homologia com as MTs dos mamíferos. 
Esta classe inclui particularmente as MTs isoladas na drosofila, no ouriço-do-mar, 
 nos nemátodes, nos cogumelos e nas cianobácterias.  
Classe III Agrupa as moléculas não proteicas que se ligam a metais, formando complexos de 
enxofre, constituídos pela repetição de fragmentos oligopeptidicos (Glu(-Cys))n-Gly 
(n = 2 a 8). Estes compostos não são produzidos directamente por um gene, mas 
sim sintetizados a partir da glutationa, não tendo nenhuma relação genotipica com 
as MTs comuns (Garvey, 1990). 
Os "fitoquelatinas" das plantas pertencem a esta classe, bem como as 
 metalotioninas postas em evidência em algumas leveduras e algas (Rauser, 1993). 
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1.2.3. SÍNTESE E DEGRADAÇÃO DAS METALOTIONINAS 
A expressão destas proteínas nas células e nos tecidos dos animais é induzida por 
diferentes iõ<!s metálicos, nomeadamente os metais de transição como Cd, Zn, Mg, Cu, 
llg, Pb, Cr, Bi, Ni, Ag c Co, destes metais o Cd é o melhor indutor seguido do Zn 
(Vasák, 1991). 
Apesar dos metais referidos constituírem os indutores de MT mais potentes, existem 
outros agentes capazes de induzir a síntese das metalotioninas nas células. Estes 
agentes podem ser endógenos ou exógenos, como por exemplo: 
(i) Factores de stress - temperaturas elevadas; exposição a radiação X e UV; 
elevada pressão de O»; privação de alimento; infecção, stress físico, 
hipotermia; alteração da salinidade (Kãgi, 1991; Gerpe et al., 2000). 
(ii) Hormonas e mensageiros secundários — glucocorticoides; progesterona; 
estrogénio; insulina; glucagon; adenosina; cAMF, diacilglicerol (Kãgi, 
1991; Gerpe et al, 2000). 
(iii) Agentes inflamatórios - lipopolissac,áridos; dextrano; eudotoxina (Kãgi, 
1991; Gerpe et al., 2000). 
(iv) Agentes citotóxicos — etanol, butirato; agentes alquilantes; ácidos gordos, 
clorofórmio; di (2-etilexil) ftalato; tetracloreto de carbono; formaldeido; 
etionina; uretano; D penicilamina; estradiol (Kãgi & Schaffer, 1988, K<igi, 
1993). 
(v) Espécies reactivas de oxigénio - Os fenómenos de peroxidação lipídica, com 
formação de radicais livres levam igualmente á indução da síntese de 
metalotioninas (Viarengo, 1994; Andrews, 2000). 
A indução da síntese de metalotioninas pelos meteis foi descrita por Roesijadi 
(1992) (Figura 1.5). 
A transcrição do gene das metalotioninas depende da concentração metálica 
intracelular (Me3'), sendo modelada pelas interacções entre factores de transcrição 
metálica FTM (Factor de Transcrição Metálico) e os elementos reguladores 
correspondentes BRM (Elementos de Regulação Metálica), em que o Zn apresenta 
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um papel fundamental Ou seja, o Zn intracelular liga-se ao inibidor do FTM 
tornando este factor activo e com a possibilidade de poder interagir com as sequencias 













^ura L5 - Indução da síntese de mefcalotioninas pelos metais descrita por Itoesijadi (1998> 
ERM - Elementos de Regulação Metálica; FTM - Factor de Transcrição Metálico; li - ligando; Me - 
Metal 
()s outros metais (como o Cd, Cu e Hg) não agem directamente nos factores que 
controlam a transcrição. Estes elementos apresentam uma grande afinidade pelos 
ligandos do Zn, substituindo este metal nas suas ligações provocando um consequente 
aumento da concentração de Zn intracelular, tornando-o livre de interagir com o 
inibidor do FTM. A MT sintetizada do novo pode ligar-se ao Zn livre, que poderá ser 
novamente substituído pelo Cd. O Zn novamente livre na célula pode voltar a ligar-se 
aos seus ligandos originais. 
Foi demonstrado que o tempo de meia-vida da metalotionina varia em Iunção do 
metal associado. De uma forma geral, o tempo de meia vida de Cd-tionina e Hg- 
tionina è su|)erior ao de Zu-tionina (Webb, 1979; Dunn et hL, 199/). 
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1.2.4. Função das metaix/tioninas 
Apesar dos vários estudos sobre a metalotionina, a sua função exacta é ainda um 
assunto em discussão. No entanto algumas hipóteses têm sido consideradas (Tabela 
1.14) 
Tabela L14 - Função das MTs (adaptado de Nordberg (1998) o Chan et aJ. (8002)). 
1. Actuam no transporte de iões metálicos para outras proteínas . 
2. Controlam as concentrações de iões livres de metais essenciais como o Zn e o Cu. 
3. Actuam como centro de armazenamento e fornecimento de metais. 
4. Actuam como agentes de desintoxicação de metais (por exemplo, Cd e Hg). 
5. Possuem uma função protectora na captação de metais. 
6. Protecção de um conjunto de factores de stress, incluindo a captação de radicais livres. 
7. Actuam ao nível da resposta imunitária 
8. Importante na genotoxicidade e protecção contra agentes carcinogénicos.  
Foi proposto considerar dois tipos de MTs relativamente á função principal que 
desempenham: MTs constitutivas e indutivas. As MTs constitutivas representam o 
teor de base encontrado nos organismos e tem como principal função a homeostasia 
dos elementos essenciais. O segundo grupo de MTs corresponde às proteínas 
indutiveis que estão implicadas na desintoxicação dos metais em excesso (Langston 
et ai, 1998). 
O envolvimento das MTs em processos de homeostase e regulação, nomeadamente na 
absorção e controlo metabólico de metais essenciais (como o Cu e o Zn) tem como 
principal função controlar a sua disponibilidade intracelular para compostos 
dependentes destes metais (ex: raetaloenzimas, pigmentos respiratórios) (Bremner, 
1991; Amiard & Cosson, 1997). Esta é a razão pela qual, organismos não expostos a 
contaminação metálica podem apresentar teores significativos desta proteína. As 
MTs podem controlar processos biológicos iinjKírtautes que necessitam de enzimas 
contendo Zn. A sua acção pode ser directa por interacção com apoenzimas inactivas 
ou indirecta j)or regulação do Cá e do Zn disponível na célula Mostrou-se que 
algumas apoenzimas dependentes de Zn podem ser reactivadas pela transferência 
deste metal das metalotioninas (Winge & Miklossy, 1982). Hathout et al. (2001) 
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demonstraram uma rápida transferência de Zn da MT para apo-peptídeos, 
nomeadamente para apo-peptideos "Zn-finger . 
Na desintoxicação de metais, a MT parece conferir resistência às células e ao próprio 
organismo contra a intoxicação por elementos metálicos não essenciais (Cd, Ag e Hg) 
ou excesso de metais essenciais (Cu e Zn) através do seu armazenamento em formas 
menos tóxicas, imobilizando-os e impedindo a sua fixação a certas proteínas de 
elevado peso molecular, evitando a sua desnaturação (Romero-Isart & Vasák, 2002). 
Diversas experiências evidenciaram a indução de MTs em organismos expostos a 
concentrações elevadas de metais, mostrando existir uma correlação entre a 
concentração metálica e os uiveis destas proteínas. Roesijadi & Klerks (1989) e 
Unger et ai. (1991) mostraram haver indução de MTs nas brânquias de ostras (C. 
virginicá) devido à exposição a Cd. Viarengo et al (1981) mostraram igualmente 
indução de MTs ajms contaminação de mexilhões com Cu e com Zn. A indução 
relativa da MT nas brânquias de M. ednlis ocorre pela ordem seguinte: 
Ilg>Cd>Cu>Zn, ou seja, os elementos não essenciais são poderosos indutores da MT 
comparativamente com os essenciais, o que confirma a função destas proteínas na 
desintoxicação metálica (Langston et al, 1998). 
Além da função de regulação e desintoxicação, outra importante função das MTs 
encontra-se ao nivel da protecção antioxidante do ADN. Esta hipótese tem |K>r base a 
elevada concentração de MT encontrada no núcleo de algumas células, cm conjunto 
com as suas propriedades de eliminação do radical hidróxilo, conferidas pelo elevado 
teor em cisteina que caracteriza estas proteínas (Chubatsu & Meneghini, 1993). 
Cherian & Chan (1993) também identificaram a capacidade da MT na fixação de 
radicais livres. Assim, foi demonstrado que a MT nos mamíferos e em leveduras são 
captadores eficientes de radicais livres tais como o hidróxilo ( (>11), superóxido ((V) 
ou o óxido nítrico (NO). Em todos os casos, a interacção dos radicais livres dá-se ao 
uivei dos grupos tiolato ligados aos metais, provocando a oxidação e/ou modificação 
da proteína com a consequente libertação dos iões metálicos. Esto efeitos podem ser 
reversíveis em condições redutoras e em presença dos iões metálicos apropriados 
(Romero-Isart & Vasák, 2002). Outros autores também observam uma resistência dos 
mexilhões M. gnllopro\iucitilis ao stress oxidativo ajais uma pré-exposição a ('<1, o 
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que sugere que a MT induzida permite limitar os efeitos dos radicais hidróxilo ( OH) 
e superóxido ( Og ) através da sua captação (Viarengo ct ai, 19í)9a). 
1.2.5. TEORES DE METALOTIONINAS EM INVERTEBRADOS MARINHOS 
Nos invertebrados marinhos, as MTs foram identificadas em mais de 50 espécies 
diferentes em que 75% são moluscos ou crustáceos (Roesijadi, 1992; Langston et ai, 
1998). As primeiras descrições de MT nos invertebrados foram feitas na ostra C. 
rirginica por Casterline & Yip (1975) e no mexilhão M. ednlis por Noel-Lambot 
(1976). 
Na Tabela 1.15 encontram-se valores de concentração de MT determinados em 
estudos de campo e de laboratório em várias espécies de moluscos bivalves (total e/ou 
em diferentes tecidos). De uma forma geral, os teores desta proteína no total da parte 
edivel varia entre 1 a 3 mg g"1 de tecido soco, á excepção do mexilhão M. 
galloprovincialis que apresenta uma concentração de MT significativamente 
superior. Por outro lado, quando os diferentes órgãos são estudados separadamente, 
verifica-se que os teores de MT nos bivalves são superiores na glândula digestiva em 
relação às brãnquias e restantes tecidos (Tabela 1.15). 
1.2.5.1. Factores que Influenciam os teores de MTs nos organismos 
A metalotionina sendo uma proteína induzida por metais é susceptível de res|)onder 
quer aos diferentes factores que influenciam o metabolismo proteico quer a todos os 
factores que influenciam os teores metálicos, nomeadamente a estação do ano 
(Baudrimont et ai, 1997; Hainglet, 1998; Amiard et ai, 1998; Serra et ai, 1999; 
Hamza-Chaffai et ai, 1999) e consequentemente os factores abióticos, como a 
temperatura e salinidade (Amiard-Triquet et ai, 1998b; Viarengo et ai., 1999b) e 
ainda os factores bióticos, como o peso, idade, sexo e estado de maturação do 
organismo (Bordin et ai, 1997; Monneyrac et ai, 2000; Monneyrac et ai, 1998; 
Amiard-Triquet etal., 1998b; Olsson et ai, 1987; Hamza-Chaffai et ai, 1995). 
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Tecidos Condição Concentração MT Referência (mg g peso seco) 





































Laboratório (400 pg Cd r1) 
In situ 
Laboratório 
(100 pg Cd l"1) 









(400 pg Cd I"1 
Laboratório (100 pg CdP1) 
In situ 
1.25-2,5* Rainglet, 1998 
5-7 









Imber et a!.. 1987 
Amiard-Triquet et a/., 
1998b 
Mouneyrac et ai, 1998 
Géret, 2000 
Geffard et ai. 2002a 
Geffard et ai. 2001 
1-14 
2,3-8,9 
2,4 - 3,65* 
Bordin et ai. 1997 
Amiard-Triquet et ai. 
1998b 
Mouneyrac et ai. 2000 
0.5-1* 
2.5 - 7* 
Desbos, 1999 
2-9 
2.5 - 3* 
1.5* 
7.5-27,5* 
0,85 - 3,5* 
3,75 - 9,7* 
1,35-2,25* 
Bebianno & Langston, 
1991 
Amiard-Triquet et ai, 
1998a 






4,25 - 6,25* 
2,25 - 3,25* 
14,25-21,15* 
Bebianno & Langston, 
1992 
Pavicic eí a/., 1993 
Bebianno & Machado, 
1997 
Bebianno & Serafim. 
1998 









Bebianno ef ai, 1993 
Bebianno & Serafim, 
1998 
Hamza-Chaffai et ai. 
1999 
Bebianno et ai. 2000 
(*) Valores calculados considerando um teor em água de 80% uma vez que as concentrações estavam 
(itSntóminaSo^m A^20^^ Cd (200 pg f1), Cu (40 pg f1), Hg (20 pg f1) e Zn (1000 pg!1), 
12) Contaminação com Cd (100 pg f ). Cu (100 pg 1 ) e Zn (600 pg I ). (3) Contaminação com Cd (10 pg f ), Hg (100 pg I ) e Ag (10 e 50 pg I ) 
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L2.6. Mbtalotionina como biomarcador 
A determinação da concentração de MT tem sido proposta como biomarcador de 
exposição metálica, em várias espécies de moluscos bivalves, devido ao carácter 
indutivel da síntese desta proteína pelos metais e ao aumento da sua concentração de 
forma proporcional á concentração dos metais no meio (Cosson & Amiard, 2000). 
Segundo Stegeman et aJ. (1992), a utilização da MT como biomarcador em bivalves, 
deve seguir cincos critérios: 
1. Capacidade de prevenir precocemente um estado de poluição; 
2. Especificidade para um contaminante ou para uma classe de contaminantes; 
3. l{es|K)Sta dependente das flutuações dos niveis de contaminantes no 
ambiente; 
4. Conhecimento dos factores endógenos e exógenos que podem afectar o 
indicador, de forma a minimizar fontes de variação não controladas; 
5. Os niveis do indicador devem estar relacionados com o estado de saúde do 
organismo. 
Segundo os critérios acima referidos, a MT foi proposta como biomarcador do 
exposição metálica em várias espécies de moluscos bivalves (Tabela 1.16). No entanto, 
na amêijoa Ji decuss&tus, a qual é alvo deste estado, alguns destes critérios não são 
conhecidos, apesar de vários estudos de campo apontarem a utilização de MT como 
biomarcador em alguns tecidos desta espécie (Hamza-Chaffai et al., 1999). 
Tabela L16 - Espécies de moluscos onde a MT foi proposta como biomarcador de exposição 
metálica.  
Espécie Referência 
Falella áspera Bebianno et al.. 2002 
Crassoslrea gigas Imber et al.. 1987; Amiard-Trique et al., 1998a; Mouneyrac et al.. 1998; Cosson, 2000 
Mytilus eduhs Amiard-Triquet ef a/., 1998a; Rasporefa/., 1999 
Macoma balthica Amiard-Triquet et al.. 1998b; Mouneyrac et al.. 2000 
Pyganodon grandis Perceval et al.. 2002 
Corbicula fluminea Baudrimont et al.. 2003 
Rudilapes decussatus Hamza-Chaffai et al., 1999; Bebianno et al., 2000 
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1.3. Objectivo da tese 
A capacidade revelada pelos bivalves em acumular metais pesados fez com que estes 
tenham sido objecto de numerosos estudos, com a finalidade de os utilizar como 
indicadores biológicos. A amêijoa II decassatas, tal como outros moluscos bivalves, 
parece satisfazer os requisitos de um organismo bioindicador. Entre as características 
que as tornam indicadores adeqnados ao controlo da contaminação, destacam-se as 
seguintes: 
a) A amêijoa R decassatasé uma espécie séssil, com um período de vida longo 
(aproximadamente 8 anos), apresentando populações relativamente estáveis, 
o que permite amostragens repetidas o que possibilite a obtenção de 
informação acerca de alterações temporais nos níveis de contaminantes 
(Bryan et ai., 1983). 
1)) Apresentam uma distribuição geográfica relativamente vasta, o que permite 
a comparação de dados entre diferentes locais. De facto, este esjécie este 
largamente repartida nas costas Atlânticas (de Inglaterra à Mauritânia) e 
no Mediterrâneo (Guelorget et ai, 1980). Em Portugal ocorre cm vários 
locais, normalmente em zonas abrigadas da costa São exemplos na costa 
oeste, a ria de Aveiro, lagoa de Óbidos, margem esquerda do Tejo, Tróia e 
imediações da foz do Sado; na costa meridional encontra-se nas 
proximidades de Portimão, ria de Alvor c ria Formosa. Em grande 
quantidade ocorre apenas na ria de Alvor e, principalmente na ria Formosa 
(Vilela, 1950). 
c) Toleram uma vasta gama de condições ambientais, incluindo niveis 
relativamente elevados de contaminantes. Este amêijoa é capaz de acumular 
metais em concentrações elevadas, sem efeitos nocivos aparentes (Bebianno 
& Ijangston, 1993). 
d) Evidenciam elevados factores de bioconcentraçâo de metais nos seus tecidos. 
Estudos sobre a cinética de bioacumulação de Cd em 11 decassatas levaram 
â classificação deste molusco como uma espécie de elevada afinidade para 
<«te metal (Henry et ai, 1984). 
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e) Fácil acesso aos locais de amostragem. F uma especie bastante comum na 
zona intertidal e muitas vezes é cultivada em viveiros, como no caso da Ria 
Formosa, o que |)ermite uma produção anual bastante considerável. 
f) Recolha e manutenção de amostras com procedimento simplificado. Esta 
espécie tem um tamanho aceitável para o processamento das amostras e por 
outro lado é resistente, o que permite o transporte e manuseamento dos 
organismos. 
g) É ainda de referir, que a amêijoa Jí decussstus constitui um alimento de 
grande valor comercial, pelo que a medida de contaminantes nos seus 
tecidos assume extrema importância em termos de saúde pública 
Embora os trabalhos consagrados ao estudo da contaminação metálica em zonas 
costeiras utilizando a amêijoa Ji decussatus sejam incontestavelmente reduzidos 
comparativamente com a utilização do mexilhão M. edulis, esta espécie de amêijoa, 
tal como referido anteriormente, apresenta uma série de caracteristicas que a torna 
um organismo indicador adequado ao controlo da contaminação do ambiente em que 
se desenvolvem. Pelo que a utilização de biomarcadores como a MT nesta espécie, 
pode permitir uma detecção precoce deste tipo de contaminação. 
No entanto, e apesar da Ml1 fazer parte dos biomarcadores "estabelecidos para serem 
utilizados nos programas de monitorização (UNEP/RAMOGE, 1999), os diferentes 
factores (pie afectam a concentração de MT numa determinada espécie, podem ter 
mais ou menos importância e a estimativa da sua acção é necessária para uma melhor 
compreensão do papel destas proteinas e da sua utilização enquanto biomarcador de 
exposição metálica. 
Desta forma, o principal objectivo do trabalho apresentado nesta dissertação 
pretende responder á seguinte questão: 
De que forma poderá ser utilizada a MT como biomarcador de contaminação 
metálica na amêijoa R. decussatus? 
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Para responder a esta questão outras questões foram colocadas: 
(i) Qual a influência de factores endógenos e exógenos nos níveis de MT na 
amêijoa R. decnssatns, como a sazonalidade e o sexo dos indivíduos? 
Esta questão será abordada no Capitulo II e relaciona-se com os factores que podem 
influenciar o papel da MT nesta espécie, uma vez que a concentrarão de metais nos 
tecidos dos moluscos pode ser dependente das condições ambientais e fisiológicas dos 
indivíduos. Variações sazonais na concentração de metais de um determinado local 
jKxle dever-se frequentemente a alterações no peso dos tecidos. Esta alteração do peso 
pode ser de origem gametogénica, e isso indica que o ciclo reprodutivo dos 
organismos, em alguns casos, influência significativamente a concentração de metais 
nos seus tecidos e consequentemente os nivcis de MT. 
(ii) Qual a cinética de acumulação e de depuração de Cd, Cu e Zn e qual a 
resposta da MT nestes períodos, em diferentes tecidos da amêijoa R 
deeussatus exposta a concentrações conhecidas de cada um desses metais e à 
mistura dos mesmos? 
Grande parte dos trabalhos desenvolvidos sobre o estudo da MT têm sido dirigidos, 
nos últimos anos, para a pesquisa da função destas proteínas na actividade biológica 
dos melais, uma vez que estes ligandos apresentam uma capacidade invulgar de 
coordenar diferentes quantidades de Cxi, Cu e Zn. Assim, nos Capítulos 111, IV e V 
serão apresentados os resultados da combinação da determinação dos níveis de MT 
com o estudo da distribuição subcelular destes metais em diferentes tecidos da 
amêijoa, de forma a obter um conhecimento sobre os processos de bioacumulação, 
transferência, armazenamento e eliminação dos diferentes metais. No Capitulo VI 
apresenta-se um estudo laboratorial resultante da ex|K>sição de organismos sujeitos á 
mistura dos diferentes metais (Cd, Cu e Zn), na tentativa de uma aproximação às 
condições naturais uma vez que as contaminações ambientais são ]H)limetálicas. 
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No estudo sobre o efeito do Cd nos tecidos destas es})écic e apesar de várias exposições 
a este metal terem sido testadas, com o intuito de estudar a variação da concentração 
de MT era consequência da sua exposição (Bcbianno et al., 1993, 1994; Roméo & 
Gnassia-Barelli, 1995; Bcbianno & Serafim, 1998; Géret et al., 2002), nunca foi 
estudada a distribuição subcelular de Cd, de forma a conhecer a afinidade deste 
metal para os diferentes ligandos, e especificamente para a MT em organismos 
expostos a concentrações mais próximas das detectadas cm alguns ambientes naturais. 
Por outro lado, também se desconhece o comportamento da MT em processos de 
depuração de Cd nesta espécie. Esta questão é muito importante, devido ao elevado 
tempo de meia vida deste metal nos tecidos dos moluscos, era contraste com os metais 
essenciais. Desta forma, o objectivo do Capitulo 111 é analisar o papel das MTs no 
processo de acumulação e de eliminação de Cd em diferentes tecidos de R decnssatus, 
após uma exposição a duas concentrações diferentes de Cd próximas do ambiente 
natural (4 e 40 jig l1), seguido |)or um período de depuração. 
Quanto ao efeito do Cu e Zn e embora estudos anteriores terem mostrado o 
envolvimento da MT em alguns tecidos desta espécie exposta a estes metais (Roméo & 
Gnassia-Barelli, 1995; Géret et al, 2002; Géret & Bcbianno, 2004) a ligação destes 
metais á MT nunca foi demonstrada, desconhecendo-se a sua distribuição nos 
diferentes componentes da fracção proteica de baixo peso molecular, na qual se 
encontra a MT. 
Por outro lado, quando se pretende conhecer o comportamento desta proteína em 
processos de acumulação e de depuração de Cu, na amêijoa R decnssatus exposta a 
concentrações subletais c/ou agudas torna-se necessário conhecer a concentração letal 
de Cu, a qual nunca foi testada nesta espécie. Desta forma, o capitulo IV tem como 
objectivo determinar a toxidade de Cu na amêijoa R decnssatus, para posteriormente 
estudar o envolvimento da MT nos tecidos desta amêijoa exposta a dois tipos de 
contaminação: subletal e aguda. Na exposição snbletal também se pretende 
compreender o comportamento desta proteína no processo de depuração deste 
elemento. E ainda, clarificar se este metal estará ligado á MT ou eventualmente a 
outras proteínas constituintes da fracção citosólica. Enquanto, que no Capitulo \ 
pretende-se estudar o papel da MT na acumulação e eliminação de Zn em diferentes 
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tecidos de li decussatus, após uma exposição ao Zn com doas concentrações diferentes 
(100 e 1000 ng 1"'), seguido jK)r um período de depuração. Os processos de acumulação 
e de eliminação de Zn, também foram acompanhados pelo estudo da distribuição de 
Zn pelas diferentes fracções subcelulares e jxdos diversos componentes da fracção 
proteica de baixo peso molecular, de forma a concluir sobre a afinidade deste 
elemento para os distintos compartimentos celulares. 
No Capitulo VI pretendeu-se analisar o papel das MTs no processo de acumulação 
simultâneo de Cd, Ou e Zn em diferentes tecidos de Ji decussatus, após uma exposição 
a uma mistura metálica destes metais, na tentativa de uma aproximação do ambiente 
natural (mistura metálica), a qual permita conhecer a forma como os metais 
interactuam entre si e consequentemente a forma como são retidos nos diferentes 
tecidos destes organismos, quer ao nível da sua distribuição subcelular quer à sua 
ligação com a MT. 
(iii) De que de forma a MT se relaciona com os níveis de metais, numa 
população natural de amêijoas li decnssatudí 
Com esta questão pretende-se validar os resultados obtidos anteriormente numa 
população natural, de forma a generalizar e concluir sobre a utilização desta 
proteína como biomarcador. O local seleccionado foi a Ria Formosa, devido á 
abundância desta espécie e dada a importância desta laguna, quer por constituir uma 
área de grande valor ecológico quer ])or desempenhar um papel muito importante no 
plano sócio-económico e ainda face â crescente degradação a que esta tem vindo a 
sofrer. Os resultados deste estudo serão descritos no Capitulo VIL 
Estes estudos surgem da necessidade de controlar os níveis de contaminação 
ambiental em determinadas áreas de grande valor ecológico, como o caso do sistema 
lagunar da Ria Formosa, e ainda da necessidade de avaliar o efeito destes elementos 
em diferentes populações de organismos marinhos, nomeadamente em espécies de 
elevado valor comercial, como a amêijoa li decussatus. 
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Variação da concentração de metalotionina e de 
Capítulo II METAIS NA GLÂNDULA DIGESTIVA DA AMÊIJOA 
Ruditapes decussatus: Efeito sazonal e sexual 
Maria A. Serafim & Maria J. Bebianno, 2001. Variation of metallothionein and metal 
concentrations in the digestive gland of the ciam Ruditapes decussatus: Sex and 
Seasonal effects. Environmental Toxicology and Chemistry, 20(3): 544-532. 
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2.1. Introdução 
()s organismos marinhos acamnlam e inUigram metais nos seus tecidos, pelo que a 
sua utilização permite obter uma medida mais representativa de exposição química 
do (pie análises directas à água e/ou sedimento. Entre as espécies bento nicas, os 
moluscos bivalves são caracterizados jxir apresentarem a capacidade de acumular 
metais, em concentrações proporcionais ás encontradas no meio marinho, pelo que 
estes organismos têm sido utilizados como indicadores de contaminação metálica 
(Pavicic cia/., 1987). 
Os moluscos, particularmente os bivalves, têm assumido um papel importante na 
avaliação da contaminação a nivel mundial. Isto é o resultado de vantagens 
estratégicas, tais como serem fáceis de recolher, terem uma ampla distribuição 
geográfica, serem relativamente sedentários e com um tamanho aceitável, c na maior 
parte dos casos elevada importância ecológica e económica. A utilização destas 
esjiécies como bioindicadores inclui uma série de estratégias de acumulação, 
regulação e imobilização de metais (Langston et ai, 1998). 
A concentração e distribuição de metais nos tecidos de moluscos é altamente 
dependente de processos bioquímicos que ocorrem no interior das células. Estes 
envolvem a ligação a moléculas citosólicas solúveis, tais como a MT, que tamponizam 
os iões metálicos a nivel intracelular. Ao combinar a determinação de MT com as 
alterações na distribuição dos metais nas células, pode obter-se um conhecimento 
mais preciso do impacto da contaminação metálica no ambiente aquático. Assim, 
estas proteínas têm sido propostas como biomarcadores para avaliar a contaminação 
metálica no ambiente (Langston et ai, 1998). 
Para serem utilizadas como biomarcadores, as MTs têm de cumprir determinados 
requisitos: devem estar presentes para servir de sinal de aviso, devem ser específicos 
para ura determinado contaminante ou grupo de contaminantes e devem responder a 
alterações das concentrações do contaminante no ambiente. Além disso, os factores 
endógenos e exógenos que afectam o marcador devem ser conhecidos, de modo que as 
fontes de variação aleatórias possam ser minimizadas e ainda o indicador deve estar 
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relacionado com o estado de saúde do organismo, como referido no Capitulo I (secção 
1.2.6) (Stegeman et ai, 1992). 
A amêijoa Jt deeussaíiis preenche a maior parte dos requisitos mencionados acima. 
Esta espécie é capaz de acumular metais essenciais e não essenciais nos seus tecidos, é 
comum na zona intertidal, é séssil e eurialina e apresenta um período de vida longo 
(Castro et al, 1996; Bebianno & Serafim, 1998). Esta espécie foi seleccionada como 
bioindicador, com base na sua abundância na Ria Formosa (costa Sul de Portugal), 
permitindo uma avaliação temporal e espacial da contaminação ambiental, tanto a 
curto como a longo prazo. Além disso, esta espécie tem uma importância económica 
relevante nesta área, onde são produzidas 80% das amêijoas cultivadas em Portugal 
(Bebianno, 1995). 
Nesta espécie, metais essenciais e não-essenciais, como o Cu e o Cd respectivamente, 
ligam-se e/ou induzem a síntese de proteinas citosólicas, termicamente estáveis e ricas 
era conteúdos cisteicos, conhecidas como metalotiouinas (MT) (ver Capítulo 1 
secção 1.2), em diferentes tecidos (Bebianno et ai, 1993, 1994; Romeo & Gnassia- 
Barelli, 1995; Bebianno & Serafim, 1998, HamzarChaffai et al., 1998). A 
concentração de MT tem sido detectada em vários tecidos de li decassatus 
(brânquias, glândula digestiva, restante parte edivel e no organismo total) c os dados 
revelaram que a glândula digestiva apresenta os níveis de MT mais elevados, seguido 
das brânquias e restante parte edivel. Na parte edivel total a produção de MT é 
relativamente baixa (Bebianno et al., 1993, 1994; Roméo & Gnassia-Barelli, 1995; 
Hamza-Chaffai et al, 1998). 
A capacidade de indução e de sequestro de metais (tais como Cd, Cu, Zn e Hg) pela 
MT serviu de base para a utilização de MT como ura bioraarcador de exitosição 
metálica no ambiente aquático (Roesijadi, 1994a; Iligh et al, 1997; Langston et al, 
1998). No entanto, a concentração de metais nos tecidos dos moluscos pode ser 
dependente das condições ambientais e fisiológicas dos indivíduos, e estes factores 
podem influenciar o papel da MT nestas espécies. Assim, antes da concentração de 
MT j)oder ser utilizada como bioraarcador, de um modo regular em programas de 
monitorização, a influência dos factores bióticos (tais como idade e estado fisiológico 
entre outros) e variáveis abióticas têm de ser tidas em consideração. 
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A sazonalidade e o sexo dos indivíduos influenciam a concentração de MT ao nível 
da espécie e dos tecidos. Variações sazonais na concentração de metais de ura 
determinado local |MMle dever-se frequentemente a alterações no |>eso dos tecidos, e 
não a uma variabilidade no conteúdo absoluto de metais. Estas alterações podem ser 
de origem gametogénica, e isso indica que o ciclo reprodutivo dos organismos, em 
alguns casos pode influenciar a concentração de metais nos seus tecidos (Ijobel et ãl, 
1982; Widdows & Donkin, 1992). A concentração de metais e MT é dependente da 
estação do ano no mexilhão M. galloprovincialis. A concentração de MJ nesta espécie 
atinge uiveis elevados no período de reprodução (Maio a Junho) e decresce após o mês 
de Agosto. Estas alterações estão relacionadas com o ciclo reprodutivo (Serra et al, 
1999). Um aumento significativo foi igualmente observado na concentração de MT 
na glândula digestiva de uma população selvagem de M. gaJJoprovinciaJis, no mar 
Mediterrâneo durante Junho e Julho, relacionada com uma actividade metabólica 
mais elevada no final da Primavera e no Verão (Viarengo et al, 1997). 
Similarmente, na amêijoa M. baJtJiica, a MT apresentou um padrão sazonal com 
uiveis mais elevados no Inverno e mais baixos no Verão. Estas flutuações devem-se a 
alterações no peso corporal e também a uma maior sensibilidade aos metais durante o 
Inverno (Bordin et al., 1997). Contrariamente no bivalve de água doce I* graiuUs não 
foram observadas flutuações específicas nos níveis de MT ao longo do tempo, quando 
transplantado para dois lagos diferentes (Couillard et al, 1995 a,b). No entanto, 
foram observadas flutuações nos uiveis de MT ao longo do ano em tecidos específicos 
da amêijoa C. flomiuca (organismo total, bránquias, manto, |)ê com músculo aductor 
e massa visceral) provenientes de um ambiente não contaminado. Estas variações nos 
teores de MT foram independentes da acumulação de metal, mas estão directamente 
relacionadas com o ciclo reprodutivo, com uma concentração máxima de MJ1 em 
Maio na massa visceral (incluindo a gónada). Analogamente, a influencia da lase 
reprodutiva pode também influenciar os uiveis de MT na glândula digestiva de M. 
ednlis transplantados para um ambiente contaminado por Cd (Baudrimont et a!., 
1997; Amiard-Triquet et al, 1998a). 
Entre todos os tecidos, a concentração mais elevada de metais e MT foi medida na 
glândula digestiva de H. deensvitus (Bebianno et ai., 1993, 1994; Bomêo & Cnassia- 
Barelli, 1995; Bebianno & Serafim, 1998). Assim, este tecido foi seleccionado para 
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estudar a inf luência do sexo e da sazonalidade na concentração de MT e metais (Cd, 
Ou e Zn) e confirmar se este tecido é o mais adequado para fins de monitorização 
nesta espécie. 
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2.2. Material, e métodos 
Amêijoas /i decassatas (comprimento da concha 36 ±0,1 mm) foram recolhidas 
mensalmente de Junho a Setembro (período de diferenciação sexual) em dois locais 
distintos da Ria Formosa (local A - 7" 56' 25" W, 37° 00' 44" N; local B - 7o 57 50" 
W, 36° 59' 44" N) (Figura 2.1). O local A encontra-se directamente influenciado por 
fontes antrópicas (Figura 2.1 A), enquanto que o local B encontrarse afastado da 
influência urbana (Figura 2.1 B). 
Figura 2.1 - Locais amostrados na Ria Formosa. A) LocjiI directamente influenciado jwr fontes 
antrópicas; B) Locai não influenciado jwr fontes antrópicas 
O sexo dos organismos foi determinado observando a gonóda jtor microscopia óptica. 
Após a identificação do sexo dos organismos, estes foram removidos da concha e a 
glândula digestiva dissecada. 
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Foram utilizados três replicados <le amostras compostas de seis glândulas digestivas 
de machos e fêmeas separadamente. As glândulas digestivas, de cada um dos sexos, 
foram pesadas e homogeneizadas em três volumes de tampão Tris-HCI 0,02M (pH 
8,()), num banho de gelo (4'C). Subamostras do homogeneizado foram utilizadas para 
a determinação da razão peso fresco/peso seco e da concentração total de metais. 
Outra aliquota do homogeneizado (3 ml) foi centrifugada a 130000 ^durante 1 hora a 
4oC. O sobrenadai!te foi separado da fracção residual (Fl), tratado termicamente a 
80°C durante 10 minutos e re-centrifugado nas mesmas condições para precipitar os 
ligandos de elevado peso molecular (FEPM). As diferentes etapas de isolamento das 
distintas fracções subcelulares do tecido analisado, encontram-se esquematizadas na 
Figura 2.2. 
A concentração de MT foi quantificada em ali quotas (50-250 pl) da fracção 
citosólica tratada termicamente por polarografia diferencial cora impulsos, como 
descrito por Bebianno & Langston (1989). A quantificação desta proteína foi baseada 
na metalotionina de figado de coelho MT-l (solução de trabalho; 10 mg 1 em água 
destilada), devido à inexistência de um padrão de MT de amêijoa. A análise de 
metais (CM, Cu e Zn) foi efectuada em subamostras secas do homogeneizado total e da 
fracção citosólica tratada termicamente (F13PM) jor espectro fotometria de absorção 
atõndca, após digestão com ácido nítrico em forno de microondas. A qualidade dos 
resultados foi assegurada pela análise de metais era padrões certificados como o 
TORT I de hepatopâncreas de lagosta (National Research Council Canada). Os dados 
obtidos (média ± a) foram 26,0 ± 1,1 pg g 1 para o Cd, 449 ± 0,04 pg g'1 para o Cu c 
160 ± 0,7 pg g 1 para o Zn comparado com os valores certificados de 26,3 ±2,1 pg g , 
439 ± 22 pg g 1 e 177 ± 10 pg g1, respectivamente. 
A concentração de MT e de metais está expressa em nmol g 1 de i)eso seco do tecido 
inicialmente homogeneizado. Para expressar a MT em nmol g 1, foi utilizado o peso 
molecular de 7328 Da determinado na glândula digestiva de li decassutiis (Simes ot 
nL, 2003). 
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TECIDOS (Glândula Digestiva) 








CITOSOL I (FEPM) 
CITOSOL I 
(FS) 
Tratamento térmico (SO*^ 20. 10 min) 
Centrifugação (30 000 g, 45 min, 40C) 
EAA (Metais: Cd, Cu e Zn) 
DSC 
BPI 
CITO OL (F M) 
PDI (Metalotionina: -SH) 
Figura 2.2 - Esquema representativo <lo método de separação das diferentes fracções subcelulares (FI 
fracção insolúvel; FS - fracção solúvel; FEPM - fracção proteica de elevado peso molecular; FBPM - 
fracção proteica de baixo peso molecular). 
(EAA - Bspectrofotometria de Absorção Atómica; PDI - Polarografia Diferencial com Impulsos). 
Para determinar a variabilidade dos dados aplicou-se a análise de variância 
(ANOVA). Quando foram observadas diferenças significativas entre as médias 
utilizou-se o teste de Duncau (7*0,05), para descriminar tis diferenças. A estes dados 
também foram aplicadas análises de regressão (linear e múltipla), para um nível de 
significância de 0,05. 
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2.3. RESULTADOS 
A concentração de MT na glândula digestiva das amêijoas li decussatas recolhida 
em dois locais distintos (A e B) da Ria Formosa, durante o |)eriodo de diferenciação 
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Figura a3 - Concentração <ie metalotionina (MT) na glândula digestiva de machos e fêmeas de Jiiu/itapes 
decussatus, durante o período de diferenciação sexual (Junho a Setembro) nos locais A e 13 da Ria 
Formosa (■ Machos; □ Fêmeas). 
(Os dados representam média ± O para n-6 e os valores seguidos da mesma letra não são significativamente 
diferentes (/aO.Oõ)). 
Os teores de MT foram mais baixos no mês de Junho em ambos os locais amostrados, 
não existindo diferenças significativas entre os sexos dos organismos (//»0,05) (Figura 
2.3). No local com influência antrópica (Ijocal A) a concentração de MT aumentou 
linearmente de Junho a Agosto (MT (ninol/g) = í)()8 + 8,6 t (dias) (r = 0,872) nos 
machos e MT (nmol/g) = 806 + 14,6 t (dias) (r = 0,664) nas fêmeas), nestes meses 
também não foram observadas diferenças significativas entre os sexos dos organismos 
(jj > 0,05) (Figura 2.3A). No mês de Agosto os níveis de MT atingiram os valores 
máximos de 1441 ± 98 nmol g 1 nos machos e de 1750 ± 378 nmol g 1 nas fêmeas 
(Figura 2.3A). No local B os teores desta proteína foram significativamente 
inferiores comparativamente com o local A (Figura 2.3), no entanto, aumentaram 
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significativamente de Junho para Julho e permaneceram constantes de Julho até 
Setembro (Figura 2.3B). A análise estatística revelou que os teores de MT na 
glândula digestiva da amêijoa li decassatas não são dependentes do sexo dos 
organismos. Embora, tenham sido observadas variações significativas na 
concentração de MT entre os locais e os meses amostrados (jk 0,00). 
A concentração de Cd, Cu e Zn total e na fracção subcelular tratada termicamente 
(FBPM) da glândula digestiva das amêijoas recolhidas na Hia Formosa, durante o 
período de diferenciação sexual encontram-se na Tabela 2.1 e Figura 2.4. 
Tabela 2.1 - Concentração de Cd, Cu e Zn (nmol g 1 tecido seco) na glândula digestiva da 
amêijoa Baditapes decussatus nos locais A e B da Ria Formosa (média ± cr, n-ti). 
Local A LocalB 
Machos Fêmeas Machos Fêmeas 
Total FBPM Total FBPM Total FBPM Total FBPM 
Cd 
Jun 4,89 ±0,12 2,67 ± 0,26 4,80 ± 0,25 2,82 ±0,15 5,5310,19 2,97 ± 0,39 7,01 ±0,73 2,97 ± 0,74 
Jul 10,1 ± 1,91 6,38 ± 1,99 10,5 ±0,24 5,78 ± 0,77 6.12±0,08 4,15 ± 0,15 7,50 ± 1,44 4,89± 1,18 
Ago 12,9±1.67 7,8611,41 11,7 ±0,86 6,38 ± 0,39 7,56 ± 0,27 4,3010,15 7,46 ± 0,45 5,78 ± 0,77 
Set 6,20 ±0,39 3,56 ± 0,44 6,81 ±0,45 4,15 ±0,54 6,69 ±0,52 2,67 ±0,51 8,20 ± 0,25 2,97 ± 0,39 
MÉDIA 
Cu 
8,53 ± 1,10 5,12 ±0,83 (60%) 8,44 ± 0,86 
4,78 ± 0,47 (57%) 6,48 ± 0,26 
3,52 ± 0,26 (54%) 7,54 ± 0,38 
4.15±0,51 (55%) 
Jun 396 ± 32,7 163 ±0,77 329 ± 17,4 172 ± 22,9 239 ± 36,3 90.3 ±4,26 228 ± 34,0 87,9 ±3,29 
Jul 480 ±21,4 234 1 41,2 442 ± 11,7 180 ± 13,1 246 ± 16,8 112 ±6,04 17816,46 85,0 ±4,82 
Ago 400 ± 34,6 192 ±21,3 530±115 264 ± 1,36 273 ± 5,44 126 ±6,56 276 ±10,0 140 ±4,37 




413 ± 18,2 188 ±13,5 (46%) 434 ± 33,5 203 ± 13,0 (47%) 248 ± 9,82 
111 ±4,56 (45%) 228 ± 13,1 10616,89 (46%) 
1308 ±26,1 200 ± 3,00 13771 1,23 178 ±20,6 1142 ± 95,1 202 ± 9,57 1158 ±79,7 163 ±53,0 
Jul 1379 ± 5,72 160 ± 19,0 1413 ±26,1 179 ±92,0 1097 ±5,68 120 ± 14,0 1230 ±42,2 149 ±20,2 
Ago 1509±132 285 ±16,6 1708 ±64,7 241 ± 14,3 1023 ± 22,0 124 ±8,84 907 ± 74,9 125 ±9,70 
Set 17091415 335 ± 16,8 1668± 189 342 ± 87,9 1108169,5 130 ± 14,1 1097120,1 87,1 ± 11,9 
MÉDIA 14761 104 245 ±21,7 (17%) 1541 ±61,8 235 ± 34,2 (15%) 1093 ± 28,8 
144 ±11,3 (13%) 1098 ±44,1 131 ± 15,3 (12%) 
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-F^M-CcnwtrvZo total de Cd, Ca e /a. na nos lootds A e B da Ria 
no 1J B; (An) Cu total no local A; (Bu) Cu total no 
IocaTb; (An,) Zn total no local A; (B,,,) Zn total ^ letoX são significativamente 
(Os dados representam média ± O para n-6 e os valores seguidos da mesma 
diferentes (j> > 0,05)). 
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Entre os três metais analisados (Cd, Cu e Zn), o Zn apresentou as concentrações mais 
elevadas seguidas do Cu e |»or último o Cd, quer total quer na fracção subcelular 
FBPM (Tabela 2.1 e Figura 2.4). No entanto, na fracção subcelular FBPM embora a 
mesma relação se mantenha, estes metais apresentam afinidades distintas. O Cd nesta 
fracção subcelular representa mais de 50% da concentração total (57% nos machos e 
56% nas fêmeas), correspondendo à fracção subcelular com a maior concentração 
deste metal. 
Por outro lado, o Cu nesta fracção subcelular (FBPM) corresponde a menos de 50% 
do Cu total (45% nos machos e 47% nas fêmeas), enquanto que os níveis de Zn foram 
significativamente mais baixos, representando apenas cerca de 15% do Zn total (15% 
nos machos e 14% nas fêmeas). Contudo, no local com influência antropica (Local A) 
a quantidade de metal na fracção subcelular FBPM é geralmete mais elevada do que 
no local mais afastado da zona urbana (Local B), embora esta percentagem só seja 
significativa para a concentração de Cd nos machos (jx 0,05) (Tabela 2.1). 
A variação da concentração de Cd na glândula digestiva, dos machos e das fêmeas, no 
local A (Tabela 2.1 e Figura 2.4A,), reflecte o mesmo padrão da concentração de MT 
(Figura 2.3A). Tal como para a MT, a concentração total de Cd aumentou 
significativamente entre Junho e Agosto, em ambos os sexos (Cd-,^ (nmol g ) - 5,28 
+ 0,134 t (dias) (r - 0,837) nos machos e CdTotal (nmol g1) - 5,56 + 0,114 t (dias) (r - 
0,906) nas fêmeas). Contudo os coeficientes angulares destas relações lineares não são 
significativamente diferentes (>> 0,05). No entanto, e contrariamente à concentração 
de MT, a concentração de Cd diminuiu significativamente entre Agosto e Setembro 
(Tabela 2.1 e Figura 2.4 A,), o mesmo comportamento foi observado para a 
concentração de Cd na fracção subcelular FBPM (Tabela 2.1), embora com teores de 
Cd mais baixos (CdKBpM (nmol g') - 3,04 + 0,086 t (dias) (r - 0,714) nos machos e 
Cdfbpm (nmol g') - 3,21 + 0,059 t (dias) (r- 0,848) nas fêmeas). A concentração de 
Cd mais elevada foi no mês de Agosto, no local A e em ambos os sexos, quer no total 
do tecido (12,9 ± 1,7 nmol g 1 nos machos e 11,7 ± 0,9 nmol g'1 nas fêmeas) quer na 
fracção FBPM (7,9 ± 1,4 nmol g1 nos machos e 6,4 ± 0,4 nmol g 1 nas fêmeas), não 
existindo diferenças significativas na concentração deste elemento entre os sexos (p > 
0,05) (Tabela 2.1). 
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No local B, a concentração total de Cd não foi significativamente diferente nos meses 
amostrados, tendo com um valor médio de 7,00 ± 0,25 nraol g'1 (p >0,05) (Figura 2.4 
Bi)- Contudo, a concentração de Cd na fracção snbcelular FBPM durante o período 
de diferenciação sexual mostrou o mesmo padrão que no local A, isto é, a 
concentração de Cd aumentou de Junho para Agosto em ambos os sexos (CdFB,.M 
(nmol g ') - 3,14 + 0,022 t (dias) (r- 0,779) nos machos e CdFBpM (nmol g1) - 3,14 + 
0,047 t (dias) (r 0,057) nas fêmeas), decrescendo posteriormente entre Agosto e 
Setembro (Tabela 2.1). 
Analogamente á concentração de MT, a concentração de Cd (total e FBPM) na 
glândula digestiva das amêijoas foi significativamente diferente entre locais (p < 
0,05), mas não entre sexos (p >0,05). A análise estatística revelou também que, a 
concentração de Cd (total e FBPM) foi dependente da sazonalidade no local A, 
enquanto que no local B a concentração total de Cd não foi afectada pela 
sazonalidade (Tabela 2.1 e Figura 2.4 Aj e Bj). 
A concentração de Cu na glândula digestiva díis amêijoas, no local A, mostrou um 
comportamento inverso entre os machos e as fêmeas durante o período de 
diferenciação sexual (Tabela 2.1 e Figura 2.4 An). Nos machos os níveis de Cu (total 
e fracção snbcelular FBPM) decresceram de Julho para Setembro (CuTota| (nmol g ') 
- 523 - 1,731 1 (dias) (r- 0,672) e CnFBpM (nmol g"1) - 266 - 1,157 t (dias) (/•- 0,581)) 
enquanto que nas fêmeas a concentração aumentou de Junho para Agosto (CuTota| 
(nmol g1) • 334 + 3,351 (dias) (r - 0,649) e CuFBpM (nmol g1) - 160 + 1,531 (dias) (r 
0,819)). Apesar desta tendência, só existem diferenças significativas na concentração 
de Cu entre machos e fêmeas no mês de Agosto na concentração total de Cu e nos 
meses de Julho e Agosto na fracção snbcelular FBPM (p <0,05) (Figura 2.4 An). No 
local B, a concentração total de Cu não foi afectada significativamente |>elos meses 
amost rados, em ambos os sexos (p >0,05), tendo sido observada uma concentração 
media de Cu de 238 ± 8,29 nmol g"1 (Figura 2.4 Bn)- A concentração de Cu na fracção 
FBPM nas fêmeas foi significativamente superior no mês de Agosto relativamente 
aos outros meses (/><0,05) (Figura 2.4 Bn). 
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Quando se analisam todas as amostras em conjunto, existem diferenças significativas 
entre a concentração de Cu na glândula digestiva das amêijoas nos dois locais 
amostrados (/?< 0,05). 
A distribuição da concentração de Zn (total e FBPM) na glândula digestiva da 
amêijoa JL decassatus foi distinta da dos outros dois metais (Cd e Cu) (1 abela 2.1 e 
Figura 2.4). No local com influência antrópica (Local A) a concentração total de Zn 
aumentou de Junho a Setembro, atingindo uma concentração máxima de 1709 ± 415 
nmol g"1 nos machos e KiOH ± 159 nmol g"1 nas fêmeas (Tabela 2.1). No entanto, a 
concentração deste elemento, em ambos os sexos, não apresentou diferenças 
significativas entre os meses amostrados (j) <0,05) (Figura 2.4 Am)- A concentração 
de Zn na fracção subcelular FBPM, a qual representa apenas 15% da concentração 
total de Zn, também apresenta valores máximos no mês de Setembro no local A, em 
ambos os sexos (Tabela 2.1). No local B a concentração de Zn (total e FBPM) não 
apresentou alterações significativas, quer entre os diferentes meses amostrados, quer 
entre os sexos dos organismos (jt > 0,05) (com valores médios de Zn de 1095 ± 25,8 
nmol g 1 no total e de 138 ± 9,37 nmol g1 na fracção subcelular FBPM) (Tabela 2.1 e 
Figura 2.4 Bm)- 
Tal como para os teores de MT e dos outros dois metais, a concentração de Zn na 
glândula digestiva das amêijoas foi significativamente diferente entre os locais 
amostrados (jn 0,05), mas não entre os sexos dos organismos (j> > 0,05). 
Se a. concentração dos três metais (Cd, Cu c Zn) for adicionada (Figura 2.5), verificar 
se que a concentração total dos metais (TMc) no local A, aumentou de Junho a 
Setembro nos machos (TMe-rotai (nmol g ') - 1726 + 3,561 (dias) (r - 0,522)) atingindo 
um valor máximo de 2091 ±441 nmol g', enquanto nas fêmeas o IMe aumentou de 
Junho a Agosto (TMeroW (nmolg1) - 1673 + 8,97 t (dias) (r- 0,877)), atingindo um 
valor máximo de 2249 ± 130 nmol g"1, decrescendo posteriormente no mês de 
Setembro (Figura 2.5 A,). Na fracção subcelular FBPM o TMe aumentou 
linearmente de Junho a Setembro, em ambos os sexos (TMckbpm (nmol g ') - 364 + 
1.65 t (dias) (r ■ 0,742) nos machos e TMcfbpm (nmol g ') - 335 + 2,40 t (dias) (r - 
0,612) nas fêmeas) (Figura 2.5 An). 
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No local B o TMe (Total c FBPM) não mostrou diferenças significativas, quer entre 
os sexos quer entre os diferentes meses amostrados (>>0,00) (concentrações médias de 
mO ± 81,0 nmol g 1 no total e 850 ± 8,63 nmol g 1 na FBPM) (Figura 8.5 C, e Bn). 
No entanto, a soma dos três metais (Total e FBPM) na glândula digestiva das 
amêijoas recolhidas na Ria Formosa durante o período de reprodução sexual foi 
significativamente inferior no local B comparativamente cora o local A O < 0,05) 
(Figura 8.5). 
Uma vez que não existem diferenças significativas entre sexos para os teores de Ml e 
metais na glândula digestiva das amêijoas, os dados foram analisados em conjunto 
(machos e fêmeas). Quando os dados foram trabalhados em conjunto detectou-se uma 
relação linear significativa entre a concentração de MT e a soma dos metais (lotai e 
FBPM) (Figura 8.0 a e b). 
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Figura 2.5 — Soma da concentração do Cd, Cu o Zn (TMc) (TotaJ e FBPM) na glândula digestiva de 
machos e fêmeas do liiiditapes decussatus, durante o período de diferenciação sexual (Junho a Setembro) 
nos locais A e B da Ria Formosa: (Ai) TMe total no local A; (B|) TMe total no local B; (Aj,) TMe na 
FBPM no local A; (Bn) TMe na FBPM no local B. (■ Machos; □ Fêmeas). 
(Os dados representam média ± O para n-6 e os valores seguidos da mesma letra não são significativamente 
diferentes (/»(),Oõ)). 
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Figura 2.6 - Relação entre a concentração de MT e a soma da concentração de Cd, Cu c Zn 
(TMe) na glândula digestiva de machos e fêmeas de Ruditapes decussatus, durante o período 
de diferenciação sexual (Junho a Setembro) na Ria Formosa; (a) Total; (b) FBPM. 
Com o objectivo de comparar a importância relativa de cada metal na ligação á MT, 
foi aplicada aos dados nina análise de regressão múltipla, em que a concentração de 
MT foi expressa em função da concentração dos metais em estndo: MT - /(Cd, Cu, 
Zn). Os modelos obtidos entre a concentração de MT e dos metais (Total e FBPM) 
encontram-se na Tal>ela 2.2. A significância de cada coeficiente encontra-se entre 
parêntesis. Verificou-se que a concentração de Cu foi a que mais afectou a 
concentração de MT, seguida do CM, enquanto que os níveis de Zn não afectaram 
a concentração desta proteína. As análises de regressão mostraram que o Cu e o (d 
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sozinhos contribuíram com 3(5 e 30% respectivamente, para a variação dos teores do 
MT. Por outro lado, na fracção subcelular FBPM o Cd foi o metal que mais afectou 
a concentração de MT, seguido pelo Cu c |K)r último o Zn. A análise de regressão, 
mostrou (pie o Cd sozinho explicou 57% da variação da concentração de MT, enquanto 
o Cu conseguiu explicar 453% e o Zn somente 21%. 
Tabela 2.8 - líelação entro a concentração de MT e a concentração de metais (total c FBPM) 
na glândula digestiva da amêijoa fíaditapes decussatus. 
Total (n = 48, f = 0,684) 
MT = 312 + 31,5 Cd- (■ 1,36 Cu + 0,142 Zn (p=0,028) (p=0,01) (p=0,480) 
FBPM (n = 48, r = 0,799) 
MT = 483 + 57,7 Cd ■ e 1,31 Cu + 1,35 Zn (p=0,005) (p=0,013) (p=0,024) 
(nos parênteses encontra-se o nivel de significância de cada um dos coeficientes). 
Quando os metais foram tratados separadamente observou-se uma relação linear 
significativa entre a concentração de MT e as concentrações totais de (Vi e Cu, mas 
não de Zn. Enquanto (pie na fracção subcelular FBPM foi observada uma relação 
linear significativa entre a concentração de MT e os três metais separadamente 
(Figura 2.7), embora o Zn parecesse estar menos relacionado com a MT do que os 
outros metais. 
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Figura 2.7 - Relação entre a concentração de MT e a concentração de cada metal (Cd, Cu e Zn) na fracçao 
subcelular FBPM da glândula digestiva de machos e fêmeas de fíiiditupes decussatus, durante o período de 
diferenciação sexual (Junho a Setembro) na Ria Formosa: (a) Cd; (b) Cu; (c) Zn. 
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2.4. Discussão 
Quando se considera a utilização da MT como uma resposta bioquímica 
(biomarcador) de contaminação metálica numa população de amêijoas R dcvussatas, 
deve ser estudada a influência do sexo principalmente durante o período de 
diferenciação sexual e o efeito da variação sazonal na relação entre metais e MT. 
Além disso, os organismos devem ser calibrados para evitar o efeito do tamanho, e os 
níveis de base da MT devem ser conhecidos. 
A ausência de uma relação significativa entre a concentração de MT (Figura 2.3), Cd, 
Cu e Zn (na fracção total e FBPM) e o sexo dos organismos obtida neste estudo 
(Tabela 2.1 e Figura 2.4) é consistente com os resultados de outros estudos em que 
foram utilizados moluscos. No mexilhão M. cdnlis e no gastròpode L. littorea, não 
existem correlações entre a concentração de metal e o sexo dos organismos (Ijobel et 
h!., 1982). Também na glândula digestiva da amêijoa R decussatus, recolhida na 
Costa Tunisina, o sexo não afectou as concentrações de metal. No entanto, foram 
detectadas diferenças significativas entre os níveis de MT e o sexo no mês de Julho, 
com concentrações de MT nas fêmeas superiores à dos machos, o que indica que nesta 
população de amêijoas outros factores que não a concentração metálica afectam a 
síntese de MT (Ilam/a-Chaffai et a/., 1999). 
A discrepância entre os níveis de MT no presente estudo de campo e os rejortados 
para a mesma espécie de amêijoa recolhida na Tunísia no mês de Julho (Hamza- 
Chaffai et ai, 1999), pode ser devido ao facto das fêmeas da população de amêijoa da 
Tunísia se encontrarem na fase de emissão de gamétas, terem perdido peso, e terem 
índice de condição baixo quando comparado com os machos (Hamza-Chaftai et al, 
1999). Isto não foi observado na população de amêijoas da Ria Formosa 
Na ostra C virginica não existe evidencia de nenhuma relação entre a ligação de 
metais á MT e ao estado fisiológico, embora possam ocorrer algumas alterações na 
ligação do Cd e do Cu ás MTs como resultado do estado reprodutivo e da época do ano 
(Roesijadi, 1994a). 
Durante o período de diferenciação sexual (Junho a Setembro), os uiveis de MT, Cd 
(em ambos os sexos) e Cu (mis fêmeas), aumentaram de Junho a Agosto, com um 
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subsequente decréscimo no mês de Setembro, no local com influência antròpica 
(Figuras 2.3A e 2.4Ai e An). Por outro lado, os machos atingiram um máximo de 
concentração de Cu em Julho, diminuindo em Agosto e Setembro, enquanto que não 
foram observadas variações sazonais nos teores de Zn, em ambos os sexos e locais 
(Figuras 2.4An e Am). Estes dados reforçam a capacidade destas amêijoas de regular 
as concentrações deste metal essencial que desempenha importante função biológica 
Os resultados obtidos para as concentrações de MT, Cd (em ambos os sexos), e Cu (nas 
fêmeas), são da mesma ordem de grandeza das encontradas na glândula digestiva da 
mesma espécie noutros trabalhos, onde a concentração de MT e metais também 
aumenta linearmente de Junho a Agosto (Hamza-Chaffai et a/., 1999). 
O padrão de variação sazonal no local A c semelhante ao de variação da temperatura 
da água na Ria Formosa, que atinge um máximo em Agosto (230C), diminuindo para 
80oC em Setembro (dados não apresentados) (Falcão & Vale, 1998). Apesar da 
temperatura ser considerada um dos factores abióticos mais importantes, que 
influência a taxa de filtração a incorjx)ração de metais e a indução de MT (Serra et 
ai., 1999), a temperatura não parece influenciar a concentração de MT no presente 
estudo. De facto, a concentração de metais e MT no local B não apresenta o mesmo 
padrão do local A, e as alterações de temperatura não são particularmente 
significativas ao longo da Ria Formosa (Falcão & Vale, 1998). As diferenças entre a 
concentração de metais e de MT nos dois locais, são explicadas pela sua diferente 
localização em relação á contaminação metálica. O local A é directamente 
influenciado j)or fontes antrópicas, o mesmo não acontece no local B (Bebianno, 
1995; Falcão & Vale, 1998). 
O TMe segue o mesmo padrão da concentração de MT em ambos os locais durante o 
período de diferenciação sexual (Figuras 2.3 c 2.5). No local A (com influência 
antròpica), tal como os teores de MT, a soma da concentração dos metais (Figuras 
2.3A, 2.ÕA] e Au) apresenta uma tendência crescente de Junho a Agosto e diminui em 
Setembro. Estes resultados, neste local, podem estar relacionados com um aumento da 
introdução de metais nos meses de Verão (Julho e Agosto) uma vez que, nesta lagoa 
costeira ocorrem grandes flutuações na população durante este período, que pode 
atingir um aumento de cerca de 10 vezes (Bebianno & Serafim, 1998). No local B 
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(sem influência antrópica) durante o mesmo período, a concentração total dos três 
metais, bem como a concentração de MT são significativamente inferiores e não 
apresentam nenhuma variação sazonal (Figuras 2.315 e 2.515] e Bn). A MT neste caso 
está provavelmente associada com o seu papel na regulação c na homeostasia de 
metais essenciais. 
Além disso, as variações sazonais da concentração de metais também não estiveram 
relacionadas com alterações no peso dos organismos uma vez que o padrão de 
variação de metais e MT foi diferente nos dois locais. 
Na amêijoa de água doce C, flaminea e na amêijoa de água salobra M. balthica a 
concentração de Ml1 no total da parte (clivei atingiu um máximo em Maio, 
imediatamente antes jio período de desova e correspondendo ao desenvolvimento 
máximo da gónada (Baudrimont et al, 1997; Bordin et al, 1997). No presente 
trabalho, ajenas foi utilizada a glândula digestiva (sem gónada), de forma a evitar 
flutuações de peso relacionado com a diferenciação sexual. Noutras espécies (como o 
M. galloprovincia!is) durante a gametogénese os tecidos desenvolvem-se envolvendo a 
glândula digestiva, criando intrusões no interior desta, o que (kkIc levar à alteração 
do jkíso total da glândula digestiva e consequentemente á diminuição da concentração 
metálica (Regoli, 1998). No entanto, nesta amêijoa este tipo de intrusões de tecido 
gonadossomático no interior da glândula digestiva não ocorre, pelo que a sua 
dissecção é relativamente fácil. 
A relação entre a concentração de MT e a soma da concentração dos diferentes metais 
(total e FBPM) é linear e significativa (Figura 2.6), sugerindo que esta proteína 
desempenha um papel fundamental no transporte e armazenamento de metais, 
desempenhando também um papel protector contra o efeito tóxico destes metais, 
sequestrando-os e reduzindo a concentração destes metais como iões metálicos livres 
(Halraiton & Merle, 1986). 
A principal proporção de Cd e Cu total em ambos os sexos foi encontrada na fracção 
subcelular tratada termicamente (FBPM) da glândula digestiva das amêijoas 
(Tabela 2.1). Estes resultados sugerem (pie, a maior parte do Cd e do Cu na fracção 
citosólica está ligada á MT. Este facto, é apoiado pela existência de uma relação 
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unear significativa entve a cnncnnt™.ãn de MT e a dentes do.s meteas 
„„ total e na fraccão FBPM (Figura 2.7 a e b). Bm contraste, só nma pennena pore-ao 
de Zn total «15%) foi en.ontra.la na FBPM (Tabela 2.1). sugerindo que este tnetal se 
encontra preferencialtnente ligado a outra, pmteinas. tais eon,o lipoprote.na, 
(Boméo & tinassia-Barelli, 1995). No eotente, existe unta relacóo lirtear s.gntftca .va 
entre a concentração de MT e a concentraçã» de Zn na fracção FBPM ( gnra . c , 
apesar de ntenos significativa quando comparada com a de Cd e Cu. O mesmo padr-te 
de distribuição de Zn foi também observado em laboratório, onde amerjoas 
Jeeus^s foram expostes a ^tes meteis (Boméo & Gnassia.Barellt, 1995). 
Numa população natural de ostra C * a partição entre Cd. Cu e Zn no citó^l 
também apontou um padrão de variação s^onal e espaçai ^pec too. ■ 
população natural de ostras a concentração de MT ligada aos meters pode s^ 
previste a partir da concentração de meteis no citosol. mas não a partrr da 
ooncentração total de cada um d.te. meteis (Boesijadi, 1994a). No presente trabalho 
I previsão pode também ser feite para ambas as eoncentracó. (tote, e ertósolr^ 
na glândula digestiva de « para o Cd e o Cu, enquau.o que par. o Zn 
apenas a partir da fracção citosòlica. 
Os resultados obtidos neste Capítulo reforçam a ideia que a MT na amêijoa R 
d—S surge como uma r^ste natura, a concentração metehca, em^a 
concentração deste proteína aumente com o aumento dos mvers eme ara 
acontece noutras «péeh* de bivalves, tais como o mexilhão M. gtUopro^s 
(Serra et a/.. 1999). a amêijoa M. M/thrha (Borfin et aã. 1997) e a ostra C gIg*s 
(Mouneyrac et a/.. 1998). os uiveis deste proteína aumentem com o aumente a 
Contaminação metelica pr^nte no ambiente. Assim, mesmo em popular natu™ ^ 
a MT é uma rceposta significativa á exposição metalrca e pode semr c« 
marcador de aviso precoce para avaliar um 'estado toxieologico de * 
ambientes contaminados por meteis O aumento dos meta.s sequestrados pela ATT 
pode reflectir a utilização desta proteína como um mecanismo de desintoxicação 
exposição metálica nesta espécie de amêijoas. 
Por outro lado, os resultados obtidos mostraram que o sexo dos organismos nao 
influência os ,«>tes de MT na glândula dig.tiva de H de— !**> 9- a 
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íiniostragem (lesto bivalve, com a finalidade de monitorização ambiental, pode ser 
efectuada aleatoriamente e independentemente do sexo dos organismos. A 
determinação de MT na glândula digestiva de li decnssatns pode ser utilizada como 
biomarcador de contaminação metálica. 
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, CINÉTICA DE ACUMULAÇÃO E DE DEPURAÇÃO DE CÁDMIO 
P' U 0 NOS TECIDOS DA AMÊIJOA Ruditapes decussatus: 
Resposta da metalotionina 
3.1. Introdução 





^etalotionina como biomarcador de contaminação metalica na ameiioa kutliiniK- li< ■ 
3.L INTRODUÇÃO 
O cádmio (Cd) é ura metal utilizado era diferentes processos industriais e representa 
ura dos maiores poluentes aquáticos na água e nos sedimentos (Zelikofl ci ai., 1996). 
Tal como referido no Capitulo 1 (secção 1.1.2.1), («te elemento é ura dos metais mais 
tóxicos (Wittraann, 1981; Langston, 1990; Luoraa & Cárter, 1991; Chelorain et ai, 
1995; Brzóska & Moniuszko-Jakoniuk, 2001; Choi et aJ., 2001). Os efeitos tóxicos que 
(«te metal exerce sobre os organismos incluem efeitos nefrotóxicos, carcinogénicos e 
tetarogénicos e toxicidade endrócrina e reprodutiva (Olabarrieta et ai, 2001). Este 
metal também pode provocar a degradação das membranas celulares, através do duas 
vias: (i) pela ligação de Cd á MT e à glutationa, ambas com uma função antioxidante, 
e desta forma interferindo com a capacidade destas proteínas de evitar o stress 
oxidativo e/ou (ii) jKda substituição de metais essenciais como o Cu e o Zn em 
enzimas antioxidantes, alterando a conformação destas enzimas e afectando a sua 
actividade, uma vez que este elemento interactua de forma ubíqua com os grupos 
sulfidril de aminoácidos, proteínas e enzimas (Giguère et ai, 2003). 
Desta forma, o efeito tóxico deste metal («tá relacionado com alterações ao nivel dos 
processos fisiológicos e bioquímicos normais dos organismos, que não são facilmente 
detectáveis. Consequentemente, estudos consagrados à identificação de biomarcadores 
moleculares (ou índices de stress) podem ser úteis para detectar alterações a nivel 
molecular causadas pelo Cd antes que efeitos tóxicos adversos ocorram. Neste 
contexto, a metalotionina (MT) e a MT-ARNm são considerados importantes 
biomarcadores na detecção recente de exposição a Cd (Hoesijadi, 1996; 2000). 
O mecanismo pelo o qual a MT jhkIc proteger a célula contra a toxicidade do Cd, 
consiste no sequestro de iões de Cd livres formando um complexo Cd-MT inactivo, 
com a consequente alteração da distribuição subcelular de Cd (Goering & Klaassen, 
1983; Park et ai, 2001). Geralmente é assumido que a MT tem um papel importante 
na homeostasia de metais a uivei celular, |>or um lado como armazenamento de 
metais essenciais e |>or outro na desintoxicação de alguns metais essenciais e não 
essenciais. Após um aumento dos uiveis de metal a nivel intracelular, ocorre uma 
rápida activação na transcrição de MT-ARNm, e um aumento na síntese de MI, a 
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qual se vai ligar aos metais que se encontram livres na célula (Langston ef ai, 19{)8). 
I)e facto, vários estudos em moluscos marinhos mostram que a inducibilidade de MT 
ajx)s a exposição ao excesso de metais confirma que esta proteína desempenha um 
papel crucial na desintoxicação destes metais (Roesajadi, 1992; Bebianno & 
Langston, 1995; Dusquesne et ai, 1995; Lenng & Furness, 1999, 2001). 
A detecção de MTs em várias espécies de moluscos bivalves, após a exposição ao Cd 
tem vindo a ser extensivamente documentada, desde que as primeiras MTs era 
invertebrados foram descritas na ostra C virginica e no mexilhão M. ednlis era 
meados dos anos 70 (compilados nos artigos de revisão: Hoesijaxli, 1992; Viarengo & 
Nott, 1993; Mason & Jenkins, 1995; Langston et al, 1998) (ver Capitulo I — secção 
1.2.1.1). Recentemente, vários trabalhos também mostraram o aumento da sintese de 
MT após a exposição ao Cd, nomeadamente na ostra (X virginica exposta a 100 pg Cd 
l"1 durante 28 dias (Engel, 1999), nas brânquias e na glândula digestiva da ostra C. 
gigas ao fim de 21 dias de exposição a 200 pg Cd 11 (Géret et al, 2002), nas brânquias 
do mexilhão M. eduiisexposto á mesma concentração e durante o mesmo período de 
tempo (Géret et al, 2002) e no mexilhão M. galloprovinciaJis quer em diferentes 
tecidos expostos a 500 pg Cd l"1 durante 7 dias (Serra et al, 1999) quer nas brânquias 
ao fim de 34 dias de exposição a 100 pg Cd 11 (Serafim et al, 2002). 
Tal como outros moluscos bivalves, a amêijoa li decussatus acumula metais 
reflectindo o grau de contaminação no meio exterior (Henry et al., 1982; Henry et 
al, 1984; Hamza-Chaffai et al, 1999, 2000; Serafim & Bebianno, 2001; Bebianno & 
Serafim, 2003 - ver Capítulos H e VH). Estudos experimentais da cinética de 
acumulação de Cd em vários tecidos de li decussatus revelaram que esta espécie 
apresenta grande afinidade para este metal (Henry et al., 1982; Vicente et al, 1988; 
Bebianno et al, 1993, 1994; Romeo & Gnassia-Barelli, 1995; Bebianno & Serafim, 
1998), mas para uma concentração de 7,(41 ± 3 mg Cd I"1 (LC50 96h 14°C) este metal é 
letal (Henry et al., 1984). Recentemente esta espécie foi proposta como boa 
bioiudicadora dos uiveis ambientais de Cd e os niveis de MT como possível 
biomarcador da contaminação provocada por este metal (Hamza-Chaffai et al, 1999, 
2000; Serafim & Bebianno, 2001). 
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Estudos efectuados anteriormente, demonstraram que os níveis de MT na amêijoa li 
decassutm após a exposição ao Cd, |)odeni ser determinados directamente por 
Polarografia Diferencial com Impulsos (PDI), sem ser necessário recorrer a técnicas 
cromatográficas para separar os componentes da fracção citosólica Os autores 
mostraram que a maior percentagem de grupos tiólicos eluidos da fracção citosólica 
tratada termicamente correspondia à MT e que a resposta polarográíica aumentava 
com o tempo c a concentração da exposição (Bebianno et ai., 1993). Mais 
recentemente, foram encontradas quatro isoformas de MT associadas ao Cd na 
glândula digestiva de R decussatu.% no entanto a sequência do NIC-terminal só foi 
conclusiva cm duas delas (Simes et ai, 2903). Os resultados obtidos |)or estes autores 
evidenciaram a existência de polimorfismo nesta espécie, tal como foi descrito na MT 
de mexilhão, sendo esta uma característica comum nas MTs dos invertebrados 
(Mackay et ai, 1993). 
Foram efectuadas várias exposições com Cd (4, 40, 100, 250, 400 e 600 pg Cd l'1) 
usando esta espécie de amêijoa, com o intuito de estudar a variação da concentração 
de MT em consequência da exposição a este metal, verificando-se que houve indução 
desta proteína, e que essa indução depende da concentração, do tempo de exposição e 
dos tecidos analisados (Bebianno et ai, 1993, 1994; lloméo & Gnassia-Barelli, 1995; 
Bebianno & Serafim, 1998; Géret et ai, 2002). No entanto, nas concentrações mais 
próximas das detectadas em alguns ambientes naturais, nunca foi analisada a 
distribuição snbcelnlar de Cd nos tecidos de R. decassatns, de forma a conhecer a 
afinidade deste metal para os diferentes ligandos e especificamente para a MT. Por 
outro lado, também se desconhece o comportamento da MT em processos de 
depuração de Cd nesta espécie. Esta questão é muito importante, devido ao elevado 
tempo de permanência deste metal nos tecidos desta espécie, em contraste com os 
metais essenciais (Gnassia-Barelli et ai, 1995). Este fenómeno, pode reflectir que os 
processos de desintoxicação relativamente aos metais essenciais e não essenciais 
podem ser explicados, em parte, por diferentes comportamentos da MT (Viarengo, 
1989; Maroni, 1990; Mersch et ai, 1993; Chan et ai, 1999; Baudrimont et ai, 2003). 
O objectivo deste capitulo é analisar o papel das MTs no processo de acumulação e de 
eliminação de Cd em diferentes tecidos de R decussatus, após uma exposição a Cd 
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com d nas concentrações diferentes e mais próximas do ambiente natural (4 e 40 pg 
l1) durante 40 dias, seguido por um período de depuração (50 dias). 
Os processos de acumulação e de eliminação foram seguidos em condições controladas 
na tentativa de ajustar modelos cinéticos que permitam determinar coeficientes, para 
uma melhor previsão, comparação e compreensão dos mecanismos associados aos 
diferentes tecidos e exposições. Esta aproximação foi feita na tentativa de responder 
ás seguintes questões: 
(i) Qual a cinética de acumulação de Cd nos diferentes tecidos de 7i decussatus c de 
que forma esta pode ser influenciada |)or diferentes exposições? Como pode a indução 
de MT influenciar essa cinética? 
(ii) Qual a cinética de depuração deste metal nos diferentes tecidos após as duas 
exposições e o que acontece á MT induzida no processo de depuração? 
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3.2. Matkrial b métodos 
3.2.1. CtoNDIçOíS KXPB1UMENTAIS 
Amêijoas Ji dcviissatas (30-3Õ mm), recolhidas na Ria Formosa, num local afastado 
de fontes antrópicas, foram transportadas para laboratório e depuradas durante 7 
dias. Após este período, as amêijoas foram expostas durante 40 dias a duas 
concentrações de Cd. Assim, lotes de 60 indivíduos foram colocados em 9 aquários, 
com um volume de 10 litros. Três aquários serviram de controlo experimental, três 
foram contaminados com cloreto de cádmio (CdCla.IIoO, Merck) numa concentração 
de 4 pg l"1 e outros três com uma concentração de 40 pg 1 '• Decorrido o período de 
exposição, os exemplares foram transferidos para água sem Cd durante mais 
cinquenta dias. 
Durante as experiências foi medida a temperatura (18,3 ± 0,7 °C), a salinidade (37,3 
± 0,5 %o), o pH (8,1 ± 0,03) e a percentagem de saturação de oxigénio (superior a 70%). 
Rctiraram-se aleatoriamente, sem reposição, amostras de seis indivíduos |)or aquário 
(controlo e contaminados), ao fim de 0, 7, 14, 21, 30, 40 dias (no período de 
acumulação) e nos dias 50, 60, 75 e 90 (no período de depuração). 
Os organismos foram dissecados separando-se as branqui as, a glândula digestiva e a 
restante parte do corpo (manto, pê e músculos aductores). O processamento de cada 
um dos tecidos seguiu o tratamento descrito no Capitulo II (secção 2.2 - Figura 2.2), 
em amostras compostas de seis tecidos. 
Foi determinada a concentração de Cd no homogeneizado total e nas diferentes 
fracções subcelulares: fracção residual (FI), fracção proteica de elevado peso 
molecular (FEPM), e fracção proteica de baixo peso molecular (FBPM). A 
determinação da concentração deste metal foi realizada após um pré-tratamento jjor 
via húmida, que consistiu na secagem das amostras com posterior digestão com llNílj 
supra puro numa placa de aquecimento estabilizada a 1000C até completa destruição 
da matéria orgânica Posteriormente as amostras foram retomadas numa solução de 
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HC1 10o. Ap<')s este procedimento o doseamento de CM foi efectuado ]X)r 
Espectrofotometria de Absorção Atómica (EAA) com chama ou câmara de grafite. 
Os teores de MT foram determinados na fracção FBPM, por polarografia diferencial 
com impulsos através do método descrito por Bebianno & Langston (1989). 
A validação da concentração de CM nas amostras foi efectuada recorrendo a materiais 
de referência, nomeadamente tecido de ostra (NBS) (National Institute of Standards 
& Technology) em que os valores certificados são 4,15 ± 0,38 pg g"1 comparativamente 
com valores determinados de 4,09 ± 0,03 pg g1. 
As concentrações de CM e de MT estão expressas em nmol jor grama de tecido seco 
inicialmente homogeneizado (nmol g"1). Foi utilizado o j>eso molecular de 7328 Da 
(peso molecular determinado para a glândula digestiva da amêijoa Ji decnssatns 
(Bebianno etal., 2000; Si mes et ai, 2003)). 
3.2.2. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
A variabilidade das concentrações de CM e de MT ao longo do tempo foi testada nos 
diferentes tecidos através da análise de variância (ANOVA) a três entradas, 
considerando como variáveis independentes o tempo, a concentração de CM a que os 
organismos foram expostos c o tecido. Para discriminar as diferenças entre cada uma 
das variáveis foi utilizado o teste de Dnncan {p<0,05). 
Foram também efectuadas análises de regressão, quer entre as concentrações de CM c 
de MT com o tempo, quer entre as concentrações de MT e de CM, para um nivel de 
significância de 0,05. 
Aos dados de acumulação e de eliminação de CM nos tecidos foi aplicado um modelo 
cinético de 1* ordem, em que a bioconcentração de CM jxHie ser expressa como um 
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comís|K)n(le à concentração de Cd no tecido do organismo (nmol g '); 
Cw à concentração de Cd na água a que o organismo está exposto (nmol ml'); 
Kaà taxa constante de assimilação (d1); 
Kd à taxa constante de depuração (d1). 
As taxas Kae Kã foram calculadas através da análise de regressão não-linear com o 
método de estimação Simplex e quasi-Newton. O cálculo destas constantes permite 
posteriormente determinar o factor de bioconcentraçâo (H( 'C), uma vez que esta 
equação prevê que CB atinja um estado estacionário com o decorrer do tempo, desta 
forma t continua a aumentar (t—> <*) até (l-ehrt) - 0, nestas condições Cr - Cw, 
em o que o BCF - C&Cw - K/K& 
Durante o período de eliminação, em que os organismos loram transferidos para 
água não contaminada (Cw- este modelo assume a seguinte equação: 
CB-CBoéket 
Em que, 
corresponde à concentração inicial de Cd no periodo de depuração (nmol g ), 
K'r à taxa de eliminação durante o jjeriodo de depuração (d '). 
O cálculo de K'e permite determinar o tempo de meia vida do metal (t|«) qoe 
corresponde à razão In2/K'e 
1
 Assume-se embora possa existir uma pequena concentração de Cd na água utilizada 
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3.3. Resultados 
3.3.1. Concentração de Cd nos tecidos de R decussatus 
A concentração (média ± a) de Cd (nmol g'1) total e nas diferentes fracções 
subcelu lares (FI, FEPM e FBPM) nas brânquias, glândula digestiva e restante parte 
edivel das amêijoas não contaminadas e expostas a 4 e 40 pg 11 de Cd ao fim de 40 
dias de exposição e de 50 dias de depuração (dia 90), encontrasse na Tabela 3.1. 
Tabela 3.1- Concentração de Cd (nmol g'1) (total e nas diferentes fracções subcelularos) nas 
brânquias, glândula digestiva e restante parte do corpo das amêijoas não contaminadas e 
expostas a 4 e 40 |ig Cd l1, ao fim de 40 dias de exposição e de 50 de depuração. 
Controlo 4 pg i 1 Cd 40 Mg I 1 Cd 
Acumulação Eliminação Acumulação Eliminação 
(40° dia) (90° dia) (40° dia) (90° dia) 
Brânquias 
Total 5,57 ±1,41 165 ± 18 72,9 ± 7,29 687 ±69,9 131 ± 15,2 
F1 1,39 ±0,37 (27) 25,8 ±0,26 (18) 17,4 ±0,17 (17) 183 ±16,7(26) 28,9 ±3,6 (26) 
FEPM 1,51 ±0,42 (29) 22,8 ±2,30 (16) 20,7 ± 2,02 (20) 81,2 ± 8,11 (12) 19,0 ±2,9 (17) 
FBPM 2,25 ± 0,62 (44) 98,3 ± 15,4 (66) 64,7 ± 5,04 (63) 405 ±31,3(62) 64,1 ± 10,7 (57) 
Gl. digestiva 
Total 30,1 ±7,89 340 ±34,0 257 ±26.0 1811±165 979±100 
FI 4,48 ±0,95 (15) 65,7 ± 5,57 (20) 79,1 ±8,01 (21) 695 ± 70,0 (33) 212 ± 19,9 (23) 
FEPM 9,58 ±1,52 (32) 78,0 ± 8,07 (24) 97,3 ±10,0 (26) 232 ±22,4 (11) 110 ±10,7 (12) 
FBPM 15,7 ±5,19 (53) 184 ±19,6(56) 203 ± 8,02 (53) 1200 ±72,5 (56) 587 ±65,6 (65) 
Resto 
Total 2,58 ±0,72 31,5 ±2,99 8,72 ± 1,02 216 ±22,0 234 ± 23.3 
FI 0,95 ± 0,20 (27) 11,3 ± 1,25 (26) 6,76 ± 1,68 (35) 88,3 ±9,01 (35) 65,0 ± 7,05 (32) 
FEPM 1,38 ±0,31 (39) 14,1 ±2,01 (32) 6,94 ± 1,60 (36) 61,1 ±6,30 (24) 50,8 ± 6,31 (26) 
FBPM 1,19 ± 0,45 (34) 18,6 ±0,60 (42) 5,43 ± 1,42 (29) 105 ±6,67 (41) 82,7 ±11,8 (42) 
Os valores entre parênteses correspondem á percentagem de Cd em cada uma das fracções subcelulares. 
Os teores de Cd (total e nas fracções subcelulares) não variaram significativamente 
nos três tecidos das amêijoas não contaminadas, ao longo do ensaio experimental (j) 
>0,05) (Tabela 3.1). O tecido onde os teores de Cd foram mais elevados foi a glândula 
digestiva (5 vezes superior ao das brânquias e 12 vezes superior ao da restante parte 
do corpo), existindo diferenças significativas entre as concentrações de Cd de todos os 
tecidos (j) <0,05). 
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Relativamente à distribuição sabcclular de Cd nos tecidos das amêijoas não 
contaminadas (Tabela 3.1), verificon-se na fracção FBPM uma percentagem de Cd 
significativamente superior á das outras fracções nas brânquias (44%) c na glândula 
digestiva (53%), enquanto que no resto dos tecidos é na fracção FEPM que os teores de 
Cd são mais elevados (39%). No entanto, a concentração de (>1 neste fracção não foi 
significativamente diferente da observada na fracção FBPM (34%) (//>(),05). Assim, 
oiíserva-se para cada tecido a seguinte distribuição subcelular de Cd: FBPM > FEPM 
« F1 nas brânquias; FBPM > FEPM > FL na glândula digestiva e FEPM « FBPM > 
FI na restante parte do corpo (Tabela 3.1). 
Todos os resultados relativos às concentrações de Cd nos dilerentes tecidos 
encontram-se era anexo (Tabelas A.l, A.á e A.3). 
3.3.1.1. Acumulação do Cd 
Na Figura 3.1 apresenterse a evolução da concentração de Cd (total e fracções 
subcelulares) nas brânquias das amêijoas expostas a Cd (4 e a 40 pg 1"') durante 40 
dias de exposição e 50 dias de depuração. 
A concentração total de Cd nas brânquias das amêijoas expostas a 4 pg (d 1"' (Figura 
3.1-A]), aumentou linearmente durante todo o período de e\|)osição, com uma 
velocidade de acumulação de 3,8 nmol g 1 d 1 (r 0,907; p <0,05). A mesma evolução da 
concentração deste elemento foi observada na fracção FBPM (2,0 nmol g1 d ', 
r 0,913; p <0,05). Por outro lado, nas fracções subcelulares FI e FEPM, os teores de 
Cd ajKínas aumentaram linearmente ate ao SP dia de exposição, com velocidades de 
acumulação relativamente inferiores às observadas no total e na fracção FBPM (FI: 
1,4 nmol g'd"1 (r-0,992; /;<0,05); FEPM: 1,3 nmol g^d1 (r-0,985; p<0,05)). 
Os teores de (d nas brânquias das amêijoas expostas a 40 pg f1 (Figura 3.1-An), 
apresentaram um comportamento distinto, ou seja, apesar da concentração total de 
Cd ter aumentado linearmente até ao 30° dia de exposição com uma velocidade de 
acumulação significativamente superior ã das amêijoas expostas a 4 pg l"1 (22,3 nmol 
g"1 d'1, r-0,995; p <0,05), após este período os níveis de Cd não se alteraram (073 i 20 
nmol g"'). Enquanto que, os teores de Cd acumulados nas diferentes fracções 
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snbcehilares aunientaram linearmente até ao tini (lo período do exposição, à excepção 
da fracção FEPM, em que os teores não sofreram qualquer alteração significativa a 
partir do 14' dia de exposição (a3,4 ± 13,3 nraol g1). A velocidade de acumulação de 
Cd nestas fracções foi significativamente superior á das amêijoas expostas a 4 pg 11 
(FBPM: 10,1 nmol g 1 d 1 (r 0,993; p <0,05); FL 4,1 nraol g1 d 1 (r-0,981; p <0,05); 














Figura 3.1 — Concentração (nmol 
g1) (média ± a) de Cd (total e 
fracções subcelulares) nas 
brânquias das amêijoas expostas a 
4 |ig T1 (1) e a 40 pg l'1 (11) 
durante 40 dias de exposição c 50 
dias de depuração. 
(■ Total; A Fl; ♦ FEPM: O FBPM). 
Duma forma geral, nas brânquias expostas quer a 4 quer a 40 pg 11 de Cd (Figura 
3.1-A| e An), a velocidade de acumulação deste metal difere em cada uma das 
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fracções snbcelalares, verificando-se que a fracção FBPM apresenta uma velocidade 
significativamente superior comparativamente com as fracções FI e FEPM, entre as 
quais não existem diferenças significativas quando expostas a 4 pg 11 (p <0,00). 
A acumulação de Cd na glândula digestiva durante o período de exposição foi 
distinta da observada nas brânquias. A concentração de Cd (total e nas fracções 
subcelulares) aumentou exponencialmente durante todo o período de exposição, nas 
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Figura 3.2 - Concentração (nmol 
g"1) (média ± Q) de Cd (total e 
fracções subcelulares) ua glândula 
digestiva das amêijoas expostas a 
4 pg I 1 (I) c a 40 pg I1 (II) 
durante 40 dias de exposição e õO 
dias de depuração. 
(■ Total; A FI; ♦ FBPM; O FBPM). 
Tabela 3.2 - Ajuste exponencial aos dados de acumulação de Cd na glândula digestiva das 
amêijoas expostas a 4 e 40 pg C<1 l1, durante 40 dias. 
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Tal como nas bránquias, o incremento difere em cada uma das exposições, sendo 
superior na glândula digestiva das amêijoas expostas a 40 pg l1 comparativamente 
com a 4 pg l'1 (jf <0,05). Relativamente á evolução da acumulação de Cd nas fracções 
subcelulares, verifica-se que em ambas as exposições, as fracções Fl e FBPM sofrem 
um incremento superior comparativamente cora os teores de Cd na fracção FEPM 
(Tabela 3.2). 
A semelhança das bránquias, a restante parte edivel das amêijoas (total e fracções 
subcelu lares) acumulou o Cd linearmente em ambas as exposições durante o período 
de exposição (Figura 3.3 - Ai e An). No entanto, a velocidade de acumulação de Cd 
foi significativamente inferior neste tecido (0,69 nmol g"1 d'1 (r-0,994; /*0,05) e 5,4 
nmol g 1 d 1 (r-0,993; /x0,05) para a exposição de 4 e 40 pg 1 l, respectivamente). 
Contudo, tal como nos outros tecidos, a velocidade de acumulação de Cd na fracção 
FBPM foi significativamente superior ás outras fracções, em ambas as exposições 
(FBPM: 0,48 nmol g 1 d 1 (r-0,974; /*0,05), FL 0,31 nmol g 1 d 1 (r 0,931; /k0,05) e 
FEPM: 0,35 nmol g'1 d 1 (r-0,968; /a0,05) na exposição a 4 pg l"1 e FBPM: 2,8 nmol 
g1 d"1 (r 0,961; /a0,05), Fl: 2,1 nmol g 1 d"1 (r- 0,950; /aO,05) e FEPM: 1,5 nmol g 1 d"1 
(r- 0,870; /a0,05) na exposição a 40 pg 1 '). 
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Figura 3.3 — Concentração 
(ninol g'1) (média ± a) de Cd 
(total c fracções subcclu lares) 
na restante parte edível das 
amêijoas expostas a 4 pg l1 (1) 
e a 40 pg 1"' (II) durante 40 
dias de exposição e 50 dias de 
depuração. 
(■ Total; A Kl; ♦ KKPM; O FBPM). 
Dama forma geral, no final do período de exposição, os teores de Cd (total e fracções 
subcelalares) nos três tecidos das amêijoas contaminadas com 4 e 40 pg Cd l1, foram 
significativamente superiores aos das amêijoas não contaminadas (/*0,05). Tal como 
nas amêijoas não contaminadas, a glândula digestiva foi o tecido que apresentou 
teores de Cd mais elevados nas amêijoas expostas a ambas as concentrações de Cd, 
tendo aumentado em relação ao controlo cerca de 11 e (MI vezes nas amêijoas expostas 
a 4 e 40 pg I', respectivamente (Tabela 3.1). Contudo nas brânquias, o incremento da 
concentração de Cd foi maior, observando-se um aumento de 30 e 123 vezes nas 
amêijoas expostas 4 e 40 pg I ', respectivamente (Tabela 3.1). Por último, a restante 
parte edivel acumulou ao fim de 40 dias de exposição 12 e 84 vezes mais Cd que o 
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controlo, para as duas exjxwições (Tabela 3.1). Quando comparadas as concentrações 
de Cd nos diferentes tecidos das amêijoas expostas a 4 e a 40 jig 1 verificam-se 
diferenças significativas em todos os tecidos, ao fim dos 40 dias de exposição (/*0,0õ). 
A distribuição subcelular de Cd, ao fim de 40 dias de exposição, alterou-se 
relativamente á observada nos tecidos das amêijoas não contaminadas. Assim nas 
brânquias, cm ambas as exposições (Tabela 3.1), a percentagem de Cd na fracção 
FBPM aumentou significativamente, enquanto que, nas íracções FEPM e FI a 
percentagem deste metal diminuiu 00,05). Na glândula digestiva das amêijoas 
expostas a 4 pg 11 observou-se o mesmo padrão distribuição que o observado nas 
amêijoas não contaminadas, enquanto que nas amêijoas expostas a 40 pg 1 a 
percentagem aumentou significativamente na fracção particulada (FI) e diminuiu 
na fracção FEPM 00,05), observando-se a seguinte distribuição: FBPM > FI > 
FEPM (Tabela 3.1). Na restante parte edivel a distribuição de Cd loi diferente da 
observada no controlo, tendo-se observado nas amêijoas exjKistas a 4 pg 11 a seguinte 
distribuição subcelular". FBPM > FEPM > FI enquanto que nas amêijoas expostas a 
40 pg I"1: FBPM > FI > FEPM (Tabela 3.1). 
Desta forma verifica-se que ao fim de 40 dias de exposição (4 e 40 pg Cd 11), a fracção 
FBPM apresenta uma maior percentagem de Cd acumulado em todos os tecidos de 7Í 
decussatas. Por outro lado, também se verificou que na exposição mais alta, a fracção 
insolúvel (FI) começa a ter um papel importante (Tabela 3.1). 
Aos dados de acumulação de Cd foi aplicado um modelo cinético de V ordem, com o 
objectivo de saber se alguns destes tecidos acumula Cd até ser atingindo um estado 
estacionário na concentração deste metal. Este modelo prevê que seja atingido um 
estado estacionário na concentração de Cd ao fim de um determinado tempo de 
exposição, limitado pela taxa de difusão do metal para o interior da célula e/ou da 
saturação do sistema de ligandos. A aplicação deste modelo só foi significativa para 
as concentrações de Cd (total e fracções subcelulares) nas brânquias das amêijoas 
expostas a 40 pg Cd l1 (Figura 3.4), mostrando que só neste tecido e na exposição 
mais elevada existe uma tendência para atingir um estado estacionário na 
concentração deste elemento. O factor de bioconcentração e as taxas de assimilação 
(Ka) e de depuração (Kj) de Cd calculadas encontram-se na Tabela 3.3. 
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Figura 3.4 - Concentrações de Cd 
(média ± a) (total e fracções 
subcelulares) experimentais e 
evolução prevista no modelo 
cinético de 1" ordem, nas 
brânquias das amêijoas expostas 
a 40 pg l'1, durante 40 dias. 
(■ Total; A Ft ♦ FEPM; O FBPM) 
Tabela 3.3 - Factor de bioconcentração (FBC), tjixa constante de assimilação (KJ e ttcxa 
constante de depuração (KJ nas brânquias (total e fracções subcelulares) das amêijoas 
expostas a 40 |ig Cd l1, durante 40 dias. 
40 MO I'1 
FBC Ka (dia1) 
Kd (dia1) r 
Total 4786 67 0,014 0,978 
Fl 760 19 0,025 0,971 
FEPM 270 20 0,074 0,920 
FBPM 6400 32 0,005 0,954 
FBC - Factor de bioconcentração corresponde ti Kn / Kd. 
O FBC é superior na fracção FTiPM comparativamente com o calculado nas outras 
fracções subcelulares, indicando que esta fracção nas brânquias desta amêijoa 
assimila mais rapidamente os teores de Cd (Kn 32 d1), e elimina mais lentamente 
este metal (K,r 0,000 d"1) (Tabela 3.3), pelo que o estado estacionário é atingido após 
os 40 dias de exposição (Figura 3.4). 
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3.3.1.2. Eliminação de Cd 
Durante o período do eliminação (40° - 00° dia), a concentração total de Cd nas 
branqui as das amêijoas pré-expostas a 4 pg Cd i1 (Figura 3.1-Ai), diminuiu 
linearmente com uma velocidade de eliminação de 1,5 nmol g1 d'1 (r-0,882; /x0,0õ), 
tendo no final do período de depuração eliminado 58% do total de Cd acumulado. O 
tempo de meia vida de Cd estimado neste tecido através do ajuste linear foi de 49 dias. 
O mesmo padrão de eliminação foi observado na fracção snbcelular FBPM, no 
entanto com uma velocidade de eliminação significativamente inferior (0,65 nmol g 1 
d'1; r-0,796; /> <0,05), esta fracção apenas conseguiu eliminar 35% do Cd acumulado e 
foi estimado um tempo de meia vida deste elemento de 88 dias. Por outro lado, os 
teores de Cd nas fracções FI e FEPM não variam significativamente durante os 50 
dias de depuração (/;>0,05). 
Nas brânquias das amêijoas pré-expostas a 40 pg Cd l'1 (Figura 3.1-Ajj) os teores de 
Cd (total e fracções subcelulares) também foram eliminados linearmente durante o 
período de depuração, á excepção da FEPM na qual a concentração de Cd só 
diminuiu nos últimos 10 dias de depuração. A velocidade de eliminação no total e 
nas diferentes fracções subcelulares das amêijoas pré-expostas a 40 pg l1 foi 
significativamente superior à das pré-expostas a 4 pg l1 (Total: 10,2 nmol g 1 d 1 
(r- 0,896; /*0,05): FBPM: 7,4 nmol g1 d"' (r-0,847; /*0,05) e Ft 2,4 nmol g-1 d 1 
(r 0,869; 7*0,05)). Este tecido (total e fracções subcelulares) conseguiu eliminar mais 
de 75% do total de Cd acumulado, tendo sido estimada um tempo de meia vida deste 
metal de 40 dias no total e de 43 e 32 dias nas fracções FBPM e Fl, respectivamente 
De uma forma geral, as brânquias das amêijoas pré-expostas à concentração mais 
elevada, conseguiram eliminar de forma mais eficaz os teores de Cd acumulados. De 
facto, na exposição a 40 pg Cd l1 Cd mais de 75% dos teores de Cd (quer no total quer 
nas diferentes fracções subcelulares) foram eliminados, apesar dos 50 dias de 
depuração não terem sido suficientes para eliminar completamente os teores de Cd 
acumulados. 
Durante o período de depuração, a concentração total de Cd na glândula digestiva das 
amêijoas pré-exjKwtas a 4 pg I"1 (Figura 3.2-A,), continuou a aumentar durante os 
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primeiros 10 dias de depuração, atingindo uma concentração de 419,1 ± 42,0 nmol g"1. 
Após este período a concentração deste metal diminui linearmente, com uma 
velocidade de eliminação de 3,3 nmol g1 d 1 (r-0,779; p <0,05), tendo no final do 
período de depuração eliminado somente 27% do total de Cd acumulado. O tempo de 
meia vida de Cd estimado neste tecido através do ajuste linear foi de 78 dias. 
Contrariamente, a concentração de Cd nas fraeçõ<« subcelnlares apresentou um 
padrão oscilatório, não tendo nenhuma das fracções conseguido eliminar o Cd 
acumulado. Desta forma, não foi possível estimar o tempo de meia vida deste metal 
nas diferentes fracções subcelnlares da glândula digestiva das amêijoas pré-expostas 
a 4 pg l1. 
No mesmo tecido das amêijoas pré-expostas a 40 pg l"1 (Figura 3.2-An) os teores totais 
de Cd acumulados (total e fracções subcelnlares) foram eliminados linearmente ao 
longo do tempo de depuração (Total: 18,8 nmol g 1 d 1 (r-0,939; p <0,05); FBPM: 12,0 
nmol g ,d-1(/--0,971; /*0,05); Ft 7,9 nmol g1 d1 (r-0,867; /*0,05) e FEPM; 2,0 nmol 
g 1 d"1 (/•-0,847; pi0,05)). No final do período de depuração este tecido (total e fracções 
subcelnlares) conseguiu eliminar - 50% do Cd acumulado, à excepção da fracção FI 
que eliminou uma parte mais considerável de Cd (70%). O tempo de meia vida de Cd 
estimado através do ajuste linear foi de 49 dias para o total do tecido e de 46, 44 e 57 
dias nas fracções FBPM, FI e FEPM, respectivamente. 
Tal como nas brânquias, a eliminação do Cd acumulado na glândula digestiva 
dependeu da ex|)osição. As amêijoas expostas â concentração de Cd mais elevada (40 
pg l1) parecem eliminar mais eficientemente os teores deste elemento, 
comparativamente com as expostas a 4 pg l1. No entanto, as brânquias, eliminam 
uma maior percentagem de Cd acumulado (>7.5%) comparativamente cem este tecido 
(27 a 70%). 
A restante parte edível das amêijoas pré-expostas a 4 pg l1 (Figura 3.3-Aj), também 
eliminou os teores de Cd (total e nas fracções subcelnlares) linearmente durante todo 
o período de depuração (Total: 0,48 nmol g"1 d"1 (r-0,913; p <0,05), FBPM: 0,32 nmol 
g"1 d1 (r-0,876; /*0,05), FEPM; 0,18 nmol g1 d1 (r-0,876; //<0,05), Ft 0,13 nmol g 'd 1 
(r 0,798; /*0,05)). Ao fim de 50 dias de depuração foram eliminados 79% do Cd total 
acumulado e 76, 56 e 44% mis fracções FBPM, FEPM e FT. O tempo de meia vida de 
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C<1 estimado neste tecido foi de 30 dias e de 39, 41 e 44 dias em cada ama das 
respectivas fracções. 
Nas amêijoas pr^expostas a 40 Cd pg l1, o Cd total na restante parte edível não foi 
eliminado, durante o período de depuração (Figura 3.3-An). Contrariamente, parte 
dos teores de Cd acumulados foram eliminados nas fracções subcelnlares. Assim, na 
fracção FBPM o Cd começou a ser eliminado a partir do 20° dia de depuração, tendo 
esta fracção eliminado 22% do Cd acumulado no fira do período de eliminação, 
enquanto que nas fracções FI e FEPM os teores de Cd só começaram a ser eliminados 
a partir do 35° dia de depuração, tendo sido apenas eliminados 27% e 17% do Cd 
acumulado. 
Comparativamente cora as brânquias e a glândula digestiva, a eliminação na restante 
parte edivel apresenta um comportamento inverso. Os teores de Cd acumulados (no 
total e nas diferentes fracções subcelnlares) são mais facilmente eliminados nas 
amêijoas exjKistas à concentração de Cd mais baixa (4 pg l1), enquanto que nas 
expostas à concentração de Cd mais elevada (40 pg I1) o tempo de depuração não foi 
suficiente para eliminar os teores deste elemento, apesar das fracções subcelnlares 
conseguirem eliminar parte dos teores de Cd acumulados (17-27 o). 
No final do período de eliminação (dia 90) a distribuição subcelular de Cd nos três 
tecidos, não se alterou relativamente á observada no fim do período de acumulação 
(dia 40), á excepção da restante parte edivel das amêijoas pré-expostas a 4 pg 1 , em 
que FBPM « FI > FBPM (Tabela 3.1). 
Tal como para os dados de acumulação, também foi aplicado o modelo cinético de 1 
ordem aos dados de eliminação, mas este modelo só foi significativo nas branquias e 
na glândula digestiva das amêijoas expostas a 40 pg l1 (Figura 3.õ). Com base neste 
modelo foi calculada a taxa de eliminação (K'e), e consequentemente o tempo de meia 
vida deste elemento (C) nos tecidos de JL decassatas (Tabela 3.4). 
O tempo de meia vida de Cd estimado pelo modelo cinético nas brânquias e na 
glândula digestiva das amêijoas pré-expostas a 40 pg l'1 (Tabela 3.3) foi proximo do 
calculado pelo modelo linear (t1/2 - 40 dias nas brânquias e t^ - 49 dias na glandula 
digestiva), mostrando mais uma vez que, o tempo de meia vida deste metal na 
92 
Metalotionina como biomarcador de contaminação metálica na amêijoa Riu/ilapes Jcctissam: 
glândula digestiva (55 dias) ó superior ao das brâuquias (45 dias) (Tabela 3.3). 
Relativamente â permanência de CM nas diferentes fracções subcelalares, verificou-se 
que o Cd é mais dificilmente eliminado na fracção FEPM, seguido da FBPM e jK)r 







Figura 3.6 - Concentrações de Cd (média ± O) (total e nas fracções subcelulares) experimentais 
e evolução prevista no modelo cinético de 1' ordem, nas brânquios (A) c glândula digestiva (B) 
das amêijoas pré-exposbis a 40 |ig l'1 ao longo de 50 dias de depuração. 
(■ Total; A FI; ♦ FEPM; o FBPM). 
Tabela 3.4 - Concentração inicial de Cd (Ci), taxa constante de eliminação (K'0) e tempo de 
meia-vida tyj (no total e ujis fracções subcelulares) das brâuquias e da glândula digestiva das 
amêijoas pnvcxjKístius a 40 pg l1 de Cxi e depunidas durante 50 dias. 
Ci K'd r (nmolg1) (dia1) (dia) 
Brãnquias 
Total 687,0 ± 69.9 0,016 45 0,806 
FI 183,3 ± 16,7 0,023 30 0,833 
FEPM 81,2 ± 8,11 - - - 
FBPM 405,4 ±31,3 0,012 60 0,654 
Glândula Digestiva 
Total 1811±165 0,013 55 0,875 
FI 695,0 ± 70,0 0,015 48 0,793 
FEPM 232,4 ± 22,4 0,010 71 0,764 
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3.3.2. Concentração de MT nos tecidos de Jl decussatus 
A concentração dc MT nas brânquias, glândula digestiva e restante parte edivel das 
amêijoas não contaminadas e expostas a 4 e 40 pg Cd 11 durante 40 dias e depuradas 
durante 50 dias, encontra-se na Figura 3.6. Os dados de MT resultantes deste ensaio 
encontram-se cm anexo (Tabela A. 13). 
Os Rores médios (± O) de MT nos três tecidos das amêijoas não contaminadas (344 ± 
26 nmol g'1 nas brânquias, 656 ± 62 nmol g'1 na glândula digestiva e '309 ± 32 nmol 
g'1 na restante parte edivel) não variaram significativamente durante o ensaio 
experimental (/a0,05). Tal como para os teores de Cd, a glândula digestiva 
corresponde ao tecido que apresenta teores desta proteína mais elevados, sendo 
significativamente superiores aos das brânquias e da restante parte edivel (/*0,05), 
entre os quais não existem diferenças significativas entre os teores de MT (/a0,05). 
3.3.2.1. Indução de MT 
Os teores de MT nas brânquias das amêijoas expostas a 4 e a 40 pg 11 de Cd (Figura 
3.6-A) aumentaram linearmente (/*0,05) durante os primeiros 21 dias de exposição, 
com uma velocidade de indução de 5,0 nmol g 1 d 1 (r-0,989) e de 11,2 nmol g d 
(r-0,880), respectivamente. Após este período os teores de MT parecem ter atingido 
uma fase estacionária, para uma concentração de 420 ± 15 e de 595 ± 10 nmol g . No 
final do período de exposição, os teores de MT nas brânquias das amêijoas 
contaminadas foram significativamente superiores aos teores de MT nas brânquias 
das amêijoas não contaminadas (/*0,05). 
Na glândula digestiva observou-se um comportamento idêntico ao das brânquias 
(Figura 3.6-B). No entanto, nas amêijoas expostas a 4 pg 11 esse aumento ocorreu 
apenas durante os primeiros 14 dias de exposição. A velocidade de indução de MT nas 
amêijoas expostas a 40 pg l1 de Cd (16,8 nmol g1 d"1, r-0,995; /a0,05) foi 
significativamente superior â das amêijoas expostas a 4 pg 1 (10,5 nmol g d , 
r-0,715; /*0,05). Tal como nas brânquias, a concentração de MT na glândula 
digestiva no final de período de exposição foi significativamente diferente dos da MT 
nas amêijoas não contaminadas (/*0,05). 
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Figura 3.6 - Concentração (média ± 
a) de MT nas brânqnias (A), 
glândula digestiva (B) e restante 
parb' edivel (C), das amêijoas não 
contaminadas e expostas a 4 pg T1 e 
a 40 pg T1 durante 40 dias de 
exposição e 50 dias de depuração 
(O controlo; □ 4 )ig T1; ■ 40 jig l"1). 
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A indução da sintese de MT na restante parte edivel das amêijoas expostas a 4 pg 11 
(Figura 3.6-C) ocorreu a partir do 14° dia de exposição (2,9 nmol g 1 d 1, r-0,939; 
/*0,05), tendo esta proteína atingindo, no final do período de exposição, uma 
concentração (352 ± 40 nmol g1) 1,1 vezes sujKírior ao controlo. Por outro lado, nas 
amêijoas expostas a 40 pg l1 (Figura 3.6-C) a indução da síntese de MT ocorreu 
durante todo o período de exposição (3,6 nmol g1 d1, r-0,934; /x0,05), sendo os teores 
desta proteína ao fim de 40 dias de exposição (442 ± 45 nmol g1) significativamente 
superiores (1,4 vezes) á concentração de MT nas amêijoas não contaminadas (>0,05). 
A indução da sintese de MT na restante parte edivel foi significativamente interior a 
dos outros tecidos (/a0,05), com excepção das brânquias das amêijoas expostas a 4 pg 
r100,05). 
3.3.2.2. Eliminação 
Durante o período de eliminação, a concentração de MT nas brânquias das amêijoas 
-0 003t 
pré-expostas a 4 e a 40 pg 11 diminuíram exponencialmente (MT - 402 e • , 
r 0 735; /*0,05 e MT- 572 e 0 0061, r-0,936; /*0,05 em cada uma das respectivas 
exposições) (Figura 3.6-A). O teraix) de meia vida da MT estimado neste tecido loi de 
20 e 30 dias nas amêijoas contaminadas com 4 e 40 pg 1', respectivamente. 
Similarmente, os teores de MT na glândula digestiva decresceram exponencialmente 
durante o período de eliminação, quer nas amêijoas pr^expostas a 4 pg 11 (MT - 808 
e-ooct, r=0 80í); ,,0,05) quer a 40 pg l1 (MT - 959 e 0 006', r-0,866; 7*0,05) (Figura 3.6- 
B). O tempo de meia vida da MT na glândula digestiva foi comparativamente 
inferior ao das brânquias, sendo de 14 e 22 dias nas amêijoas contaminadas com 4 e 
40 pg l1, respectivamente. 
Os teores de MT no restante parte edivel das amêijoas, durante o período de 
eliminação e em ambas as prés exposições ao Cd, decresceram linearmente durante os 
primeiros 80 dias de depuração, com uma velocidade de degradação de 3,4 nmol g1 d1 
00,986; /*0,05) na pré-exposição a 4 pg I"1 e de 3,8 nmol g d (r.0,080, /*0,05) na 
presexposição a 40 pg 1Após este período, a concentração desta proteiua não variou 
significativamente ate ao final do onsaio (pOM (Figura 3.6-C). O tempo de meia 
vida calculado neste tecido através do ajuste linear foi de 9 e 18 dias nas amêijoas 
contaminadas com 4 e 40 pg l1, respectivamente. 
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3.3.3.IÍBLAÇÃO ENTOE AS OONCENTOAÇOBS DE MT B Cd NOS TECIDOS DE R docussatus 
Na Figura 3.7 estão representadas as relações entre as concentrações do MT c de Cd 
(total e na fracção FBPM) em cada um dos tecidos analisados, durante os períodos de 
acumulação e de depuração. 
Os teores de MT aumentaram cora o aumento da concentração de Cd nos tecidos (total 
e fracção FBPM) durante o período de acumulação, e diminuiram com o decréscimo 
dos teores deste metal durante o periodo de depuração, sendo as relações lineares 
encontradas significativas para todos os tecidos e em ambos os ikt iodos (/*(),05). A 
taxa de aumento dos teores de MT em função da concentração de Cd foi superior na 
fracção FBPM comparativamente com o total, em todos os tecidos e nos dois períodos 
(Figura 3.7). 
Os coeficientes angulares das relações lineares para todos os tecidos (total e FBPM) 
foram significativamente superiores durante o periodo de acumulação relativamente 
aos encontrados durante o periodo de depuração, mostrando que a taxa de indução de 
MT com o aumento dos uiveis de (kl é superior á taxa de degradação desta proteína 
durante o periodo de eliminação (Figura 3.7). 
Há medida, que o (kl foi acumulado e a MT induzida, os átomos de Cd vão-se ligando 
às novas moléculas de MT sintetizadas. Isto pode ser observado através da razão 
molar entre os uiveis da MT e o Cd acumulado na fracção FBPM. Na Tabela 3.5 
comparar se a relação molar MT: Cd ao longo do periodo de exposição e de depuração 
nos diferentes tecidos de R decussjitus expostos a 4 e a 40 pg 1"' de Cd. 
No inicio do periodo de exposição (dia 0), em todos os tecidos existe uma grande 
quantidade de Ml1 que não está directamente ligada ao (kl (Tabela 3.5). Durante o 
decorrer da exposição (0 - 40" dia) verificou-se que a razão entre a MT (kl diminuiu, 
indicando que o Cd se ligou preferencialmente à MT induzida. Esta observação foi 
mais evidente na exposição mais elevada (40 pg 1"') nas brânquias e na glândula 
digstiva. No entanto, ao fim de 40 dias de exposição o (kl não saturou a MT era 
nenhum dos tecidos, considerando a capacidade de saturação desta proteína, a qual 
nos mamíferos liga-se a sete átomos de Cd (1:7) e nos crustáceos a seis (1:6) (Otvos ct 
,•//., 1982). 
97 
^ Cinética de acumulação e de depuração de cádmio nos tecidos da amêijoa 














0 200 400 600 800 1000 
Cd (nmol/g) 
Eliminação 
MT = 350+0,32 Cd ^ 
r =0,815 














MT = 789+0,30CdH)pU 
r =0,665 
MT = 789+0,17 Cd Ta, 
r =0,698 








300 MT = 650+ 0,12 Cd To(>| r =0,725 














MT = 298 +0,65 Cd rap» 
r = 0,764 
MT =302+026 Cd 
r =0,789 
100 200 300 400 SOO 
Cd (nmol/g) 
Eliminação 












Figura a7 - Relação entre as concentrações de MT o Cd nas brânquias (A), glândula 
digestiva (B) e restante parte edivel (C), durante os períodos de acumulação (I) c de 
eliminação (II). Total (•) e fracção FBPM (o). 
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Durante o jxíritKlo de eliminação (50 — ÍMf dia) a razão MT;Cd de uma forma geral, 
não apresentou grandes alterações relativamente ao 40° dia de exposição, indicando 
que o Cd ligado à MT é dificilmente eliminado. 
Tabela 3.6 - Razão molar MT:Cd na fracção FBPM em diferentes tecidos das amêijoas 
expostas durante 40 dias a 4 e a 40 pg l'1 de (d e depuradas durante 50 dias. 
Brânquias Glândula digestiva  Resto 
Dias 4 pg/i 40 pg/l 4 pg/i 40 pg/l 4 pg/i 40 pg/l 
0 1:0,004 1:0,004 1:0,01 1:0,01 1:0,003 1:0,003 
7 1 0,1 1:0,2 1 0,1 1:0,2 1:0,01 1 0,1 
14 1 0,2 1:0,3 1 0,1 1:0,2 1:0,03 1 0,1 
21 1 0,2 1:0,3 1 0,1 1:0,4 1:0,04 1 0.2 
30 1 0,2 1:1 1 0,1 1:1 1:0,1 1 0.3 
40 1 0,2 1:1 1 0,2 1:1 1:0,05 1 0,2 
50 1 0,3 1:1 1 0,3 1:1 1:0,1 1 0,4 
60 1 0,3 1:1 1 0,2 1:1 1:0,1 1 0,4 
75 1 0,3 1:1 1 0,2 1:1 1:0,03 1 0.3 
90 1 0,2 1:0,1 1 0,3 1:1 1:0,02 1 0.2 
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3.4. Discussão 
Quando se pretende compreender o papel da MT no sequestro de Cd durante os 
processos de acumulação e depuração, em diferentes tecidos da amêijoa R decassatas, 
é necessário conhecer a cinética de acumulação e depuração e a distribuição 
subcelular deste elemento, para se jxMler concluir sobre a afinidade deste metal para 
os diferentes ligandos. 
O aumento da quantidade de Cd nos diferentes tecidos de R decassatas, mesmo em 
exposições mais baixas deste elemento, é comparável com os resultados obtidos 
noutros trabalhos com esta espécie (Vicente et ai, 1988; Bebianno et ai, 1993, 1994; 
Boméo & GnassiarBarelli, 1995; Gnassia-Barelli et al, 1995; Bebianno & Serafim, 
1998) quer com outras espécies de amêijoas M. ha/t/u'ca (Langston & Zhou, 1987; 
Bordin et al, 1997), R pbilippinarain (Blasco & Puppo, 1999) e de moluscos, 
incluindo a ostra, Ostrea edulis e C. gigas (Frazier & George, 1983), o mexilhão, M. 
edalis (Scholz, 1980; Everaats, 1990; Bebianno & Langston, 1991) e M. 
galloprovincia/is (V i arengo et al, 1985; Serafim et al, 2002) e gastrópodes 1 Attori na 
littorea (Bebianno et al, 1992), em que se verifica que o Cd é acumulado nos 
diferentes tecidos e essa acumulação depende do tempo de exposição, mostrando que a 
taxa de excreção deste elemento é muito baixa comparativamente com a de 
acumulação. Apesar de todos os tecidos de R decassatas terem acumulado Cd, a 
acumulação deste elemento apresenta ura comportamento distinto em cada um dos 
tecidos e é dependente da concentração a que as amêijoas estiveram expostas. 
Na exposição á concentração mais baixa (4 pg 1'), as brânquias e a restante parte 
edível acumularam os teores de Cd linearmente com o tempo, mostrando que estes 
tecidos apresentam uma capacidade de acumular este metal sem nunca saturar os 
ligandos disponíveis (Figuras 3.1 e 3.3). Enquanto que, os teores de Cd na glândula 
digestiva aumentaram exponencialmente durante todo o período de exposição, 
reflectindo um aumento na velocidade de acumulação ao longo do tempo, traduzido 
pelo transporte de metais entre tecidos e uma disponibilidade de ligandos capaz de se 
ligar ao Cd (Figura 3.2). 
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Por outro lado na exposição à concentração mais elevada (40 |ig 11), a glândula 
digestiva e restante parte edivel apresentaram o mesmo comportamento, com 
velocidades de acumulação respectivamente superiores comparativamente com a 
exposição a 4 pg l"1, mostrando o efeito da exposição (Figuras 3.1 e 3.3). 
Contrariamente, a acumulação de Cxi nas branqui as expostas à concentração mais 
elevada, seguiu o modelo cinético de P ordem, o qual reflecte inicialmente uma 
assimilação rápida de Cd em relação á sua eliminação e à medida que o tempo 
decorre, a taxa de assimilação de (d decresce (limitada pela taxa de difusão deste 
metal para, o interior da célula e/ou da saturação do sistema de ligandos), com a 
tendência para este elemento atingir um estado estacionário (Figura 3.4). llesultados 
semelhantes foram obtidos nas bránquias da mesma espécie de amêijoa exjxwta a 100 
pg Cd r1 (Bebianno & Serafim, 1908) e a 400 pg Cd 11 (Bebianno ctal., 1993), em que 
os teonís deste metal foram acumulados linearmente até ao 30° dia de exposição, 
atingindo [K)sterioriiientc um patamar na concentração de Cd até ao 40° dia 
Os diferentes padrões de acumulação observados nos tecidos («tão relacionados com a 
superfície de adsorção de cada tecido em contacto cora o Cd dissolvido (Cunningham, 
1979) e/ou com os ligandos disponíveis no meio intracelular. As bránquias e o manto 
(incluído na restante parte edivel) estão era contacto directo cora o meio exterior e os 
seus teores de Cd são su}K>stamente representativos do grau de contaminação do meio 
e da duração de exposição (Dusquesne et ai, 1990), enquanto que, a glândula 
digestiva é ura local de metabolizaçào (presença de numerosas metaloenzimas) e de 
acumulação de metais a longo prazo. 
Este comportamento é o resultado do balanço entre os mecanismos de iricorjx»ração e 
de eliminação do metal. A incorporação do Cd dissolvido é feita através de processos 
de difusão passiva, no qual o metal é adsorvido na superfície das células, 
provavelmente no muco, passando jxisteriorraente através da membrana e unido-se a 
ligandos intra-celulares com grande afinidade, tais como a metalotionina (Viarengo, 
1989). De facto, foi na fracção citosólica de baixo peso molecular (FBPM), na qual 
se encontram as MTs, que os teores de Cd foram mais elevados em todos os tecidos. 
Na fracção solúvel o Cd pode estar ligado ás MTs (FBPM) ou jxxle reagir com outros 
componentes celulares tais como algumas enzimas (FEPM) e neste caso perturbando 
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o funcionamento normal do metabolismo, e consequentemente provocando efeitos 
tóxicos. Esta transferência de Cd na célula da fracção subcelular FBPM para EEPM 
é conhecida pelo fenómeno "spillover' (Viarengo, 1989; Couillard et al, 1993). No 
presente estudo, apesar dos teores de Cd associados à FEPM terem aumentando ao 
longo do tempo de exposição nos diferentes tecidos, este aumento foi pouco 
significativo relativamente ao incremento dos níveis deste metal na FBPM, 
mostrando que esta fracção subcelular apresenta uma grande capacidade para ligar o 
excesso de iões Cd livres, de forma a evitar que esses se possam ligar às enzimas da 
fracção FEPM. Esta observação é mais visível nas branqui as onde os teores de Cd na 
FBPM passam de 44% nas amêijoas não contaminadas para 66 e 62% nas 
contaminadas com 4 e 40 pg l"1 respectivamente, enquanto que na FEPM a 
percentagem de Cd ligado a esta fracção diminui (de 29% no controlo para 16 c 12% em 
cada uma das respectivas exposições) (Tabela 3.1 e Figura 3.1). 
Contudo, a distribuição subcelular de Cd nos diferentes tecidos de li decussatus 
mostra que existe uma quantidade considerável deste metal associado à fracção 
particulada (FT) (15 a 35%), o que pode ser explicado pela ligação deste metal a 
proteínas que podem ser posteriormente incorporadas em grânulos e concreções 
minerais através de processos de desintoxicação que ocorrem nos moluscos (Viarengo 
& Nott, 1993; George & Olsson, 1994; Hoesijadi, 1994a; Mason & Jenkins, 1995). Esta 
fracção tem uma importância diferente em cada um dos tecidos, observando-se que na 
glândula digestiva das amêijoas, contrariamente aos outros tecidos, os teores de Cd 
nesta fracção aumentam (de 15% para 33% ao fim de 40 dias de exposição a 40 pg Cd 
I"1) (Tabela 3.1 e Figura 3.2). 
O CÕ acumulado na fracção citosólica tratada termicamente provavelmente encontra- 
se ligado á MT, uma vez que o aumento dos teores de Cd nesta fracção foi 
acompanhado por um incremento nos níveis desta proteína, como pode ser 
comprovado pelas correlações positivas e significativas obtidas nos diferentes tecidos 
durante o período de acumulação (Figura 3.7). 
O aumento dos níveis de MT nos tecidos de Ji decussatus exposta a diferentes 
concentrações de Cd, vêm confirmar outros dados obtidos com esta espécie (Flebianno 
et ai, 1993, 1994; Roméo & GnassiarBarelli, 1995; Roméo & Gnassia-Barelli, 1995; 
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Géret et ai, 200a) e com outras espécies de moluscos bivalves, nomeadamente em M. 
galloprovincialis (Pavicic et ai, 1987; Bebianno & Langston, 1998), M. edalis 
(Bebianno & Langston, 1991), C. virginica (Roesijadi & Klerks, 1989), C. flnminea 
(Baudrimont et al, 8003), R grandia (Perceval et ai., 8008), I). polymorpba (Lecoeu r 
et al, 8004). Estes resultados, tal como apontado |K)r Park et al. (8001), mostram 
claramente a função protectora da MT contra os efeitos do Cd, |k»ís mesmo em 
exposições a concentrações subletais deste elemento, ol^Tva-se uma indução de MT. 
O nível de indução de MT também foi dependente dos tecidos e da concentração de Cd 
no meio. Os teores induzidos desta proteína foram superiores na exjíosição a 40 pg 1 1 
comparativamente com a de 4 pg l'1, em todos os tecidos. No entanto, apesar dos teores 
de MT terem sido superiores na glândula digestiva, tal como a concentração de Cd, o 
incremento dos níveis de MT foi superior nas bránquias comparativamente com os 
outros tecidos. De facto, o coeficiente angular da relação linear desta proteína com a 
concentração de Cd é superior nas bránquias, comparativamente com os outros 
tecidos (Figuras 3.7Aj). listas observações estão de acordo com os dados obtidos 
anteriormente nesta espécie (Tabela 3.(5), em que se verifica que o incremento de MT 
é superior nas bránquias comparativamente com os outros tecidos. 
Tabela 3.6 - Incremento na indução de MT em diferentes tecidos de II decussatus expostas a diferentes 
concentrações e teni|K)s de exposição. 
Tecido 
Concentração 
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O incremento «lesta proteína também depende da concentração e do tempo de 
exposição ao Cd, sendo de nma forma geral superior nas exposições a concentrações 
mais elevadas, à excepção da exposição a 400 pg C^d 11, o que jKxlerá reflectir uma 
saturação da MT nesta espécie a esta concentração (Tabela 3.6). 
A razão MTCd mostrou que o Cd foi sequestrado pelos níveis de metalotionina 
existentes e/ou induzidos nos diferentes tecidos, uma vez que esta rímão diminui á 
medida que o tempo de exposição aumenta (Tabela 3.5). No entanto, verifica-se que o 
Cd não saturou a capacidade de ligação desta proteína, se considerarmos que esta 
proteína se |)ode ligar a 7 iões divalentes nos vertebrados e 6 no caranguejo Scr//ã 
serram (Otvos et al, 1982; Engel & Brouwer, 1989). No presente trabalho, a maior 
razão que traduziu o maior número de átomos ligados á MT (1:1), foi atingida ao fim 
de 30 dias de exposição nas brânquias e na glândula digestiva na exposição mais 
elevada (40 pg Cd l1) e prolongou-se pelo o período de depuração. Similarmente nas 
brânquias desta espécie exposta a 100 pg Cd 1 1 foi encontrada uma razão de 1:3 ao 
fim de 30 dias de exposição (Bebianno & Serafim, 1998), ainda assim afastada dos 
níveis de saturação. Por outro lado, na mesma espécie exposta a 400 pg Cd 1 a MT 
atinge níveis próximos de saturação em todos os tecidos ao fim de 30 dias de 
exposição (1:7 nas brânquias; 1:5 na glândula digestiva; 1:3 na restante parte edivel) 
(Bebianno et ai, 1993). Desta forma, o nível de saturação depende dos tecidos da 
amêijoa e da concentração de Cd no meio. Resultados semelhantes foram obtidos no 
total dos tecidos de L. Uttorea, em que o Cd satura a MT na exposição a 400 pg 11 ao 
fim de 65 dias de exposição, mas não nas doses inferiores (Bebianno et al, 1992). 
Durante o período de depuração, a eliminação de Cd foi dependente da concentração 
a que organismos foram prè-expostos. O Cd foi eliminado mais lentamente na pré- 
exposição mais baixa, comparativamente aos mesmos tecidos das amêijoas pré- 
ex]K)stas a 40 pg l"1, excepto na restante parte edivel onde os teores deste elemento não 
decresceram após esta exposição. Estes resultados provavelmente estão relacionados 
com a concentração de Cd existente nos diferentes tecidos no inicio do período de 
depuração, tal como apontado por Geffard et al (2002b). Estes autores, a partir de 
uma concentração inicial de 1,9 pg g1 nas brânquias e 4,9 pg g1 na glândula 
digestiva da ostra C. gigas, determinaram um tempo de meia vida de Cd muito 
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superior (125 dias nas brânquias o 87 dias na glândula digestiva) comparativamente 
com os obtidos por Okazaki & Panietz (1981) (60 dias nas brânquias e 32 dias na 
glândula digestiva) em que a concentração inicial foi de 9 pg g 1 nas brânquias e de 
12,4 pgg1 na glândula digestiva 
Apesar da diminuição da concentração de Cd nos tecidos de R decassatus, nenhum 
tecido conseguiu eliminar totalmente os teores deste metal acumulados. A capacidade 
limitada de eliminar o Cd, também foi observada noutras espécies de moluscos 
bivalves, como no mexilhão M. ednUs(tm~4, meses; Viarengo, 1989; Maroni, 1990 e 
t1(S - 300 dias; Bebianno & Langston, 1993), nas ostras C. virginica (t1/a - 70 dias; 
Roesijadi, 1994a) e C gigas - 137 dias; Geffard et ai, 2002b), e nos bivalves de 
água doce C. fluminea (t,« - 500 dias; Baudrimont et ai, 2003) e D. polymorpba 
(nenhum Cd foi eliminado durante um período de depuração de 14 dias; Mersch et 
íd, 1993). 
Em paralelo com a eliminação de Cd, foi observada uma degradação de MT nos 
tecidos das amêijoas, a qual pode ser confirmada pela relação positiva e significativa 
existente entre os teores desta proteína e a concentração de Cd na FBPM em todos os 
tecidos de R decassatus, durante o período de depuração (Figura 3.7). No entanto, a 
relação existente entre a taxa de degradação da MT relativamente a diminuição da 
concentração de Cd durante o período de depuração, foi inferior à taxa de indução 
desta proteína em função do aumento da concentração de Cd durante o período de 
acumulação. Deste modo, a indução de MT para ligar os iões de Cd livres corres|>onde 
a um processo mais rápido comparativamente com libertação deste metal da MT, 
devido provavelmente à estabilidade do complexo MT-Cd (Viarengo, 1989). Estas 
observações podem ser comprovadas através da razão MT.Cd a qual se mantém 
praticamente inalterada durante o jieriodo de depuração ( I ainda 3.5). 
Apesar da estabilidade deste complexo, o tempo de meia vida desta proteína foi 
menor comparativamente com o tempo de meia vida do Cd em cada um dos tecidos e 
nas diferentes exposições. Resultados semelhantes loram obtidos na (. virginica em 
que o tempo de meia de MT foi de 20 dias comparado com um tem|K) de meia vida de 
Cd de 70 dias (Roesijadi, 1994a). Similarmente no M. eduliso tempo de meia vida de 
MT e Cd foram respectivamente de 25 e 300 dias (Bebianno & Langston, 1993). 
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Cosson (2000) também refere que o tempo de meia vida das MTs é geralmente menor 
comparativamente com o tempo de meia vida dos metais, especialmente para o Cd. 
Estes resultados parecem mostrar que, a manutenção do Cd nos tecidos pode estar 
relacionada com uma reciclagem do complexo MT-(d, em que o Cd libertado conduz 
á indução da síntese de MT, tal como sugerido por Langston et al. (1998). 
No entanto, a eliminação de Cd e a degradação de MT diferem entre os tecidos da 
amêijoa R decussatus. O tempo de meia vida de Cd, em ambas as exposições, foi 
inferior nas brânqnias comparativamente com a glândula digestiva (t^ de 49 e 45 
dias nas brânqnias e de 78 e 55 dias na glândula digestiva das amêijoas pré-expostas 
a 4 e a 40 pg l"1, respectivamente), enquanto que o tempo de meia vida calculado para 
a MT é superior nas brânqnias relativamente à glândula digestiva (tj# de 20 e 30 dias 
nas brânqnias e de 14 e 22 dias na glândula digestiva das amêijoas pré-expostas a 4 e 
a 40 pg l1, respectivamente). Isto pode ser explicado, pelos níveis desta proteína na 
glândula digestiva serem significativamente mais elevados que nas brânqnias e que a 
permanência deste metal possa estar relacionada cora uma reciclagem do complexo 
MT-Cd. Na restante parte edivel o tempo de meia vida de MT é inferior (t^ de 8 e 18 
dias nas amêijoas pré-expostas a 4 e a 40 pg l1, resjíectivamente). Langston et al. 
(1998), também referem o envolvimento da MT mais evidente nas bránquias e na 
glândula digestiva dos organismos, reflectindo o significado destes tecidos na 
incorporação, acumulação e eliminação de metais. 
Estes resultados foram contraditórios aos apresentados |K)r Geffard et al, (2002b) e 
Okazaki & Panietz (1981), cm que referem um tempo de meia vida de Cxi nas 
brânqnias superior ao da glândula digestiva na ostra C gigas. Por outro lado, e 
também contrariamente aos resultados obtidos nesta na amêijoa, Geffard et al. 
(2002b) mostraram que os metais na fracção solúvel são mais facilmente eliminados 
que na fracção insolúvel, nos tecidos de Cl gigas No presente trabalho, verificou-se 
que o tempo de meia vida de Cd é superior na fracção FE PM, seguido da FBPM e 
por último da fracção FI, nas brânqnias e glândula digestiva das amêijoas (Tabela 
3.4), mostrando que a concentração de Cd na fracção insolúvel é mais facilmente 
eliminada que na fracção solúvel, talvez devido à ligação deste metal á MT. Estes 
resultados provavelmente reflectem diferenças inter-especificas entre estas duas 
espécies no metabolismo de Cd, o que poderá estar associado a diferentes processos de 
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desintoxicação deste metal. I)e facto, a desintoxicação de metais através de ligação 
destes a depósitos minerais, corresponde a um processo importante nas bránquias das 
ostras (George etal., 1978; Thomson et ai, 1985). 
De uma forma geral, os resultados sugerem que os processos de degradação e 
regeneração de MT observados na amêijoa R decussatus exposto a Cd, mantém teores 
elevados desta proteína, evitando que o ião Cd livre interfira no metabolismo dos 
tecidos desta espécie e assim funcionando como mecanismo de desintoxicação deste 
metal, tal como já fora sugerido por Bebianno et ai. (1993). 
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Toxicidade, acumulação e eliminação de cobre nos 
Capítulo IV tecidos DA amêijoa RudUapes decussatus: 
Comportamento da metalotionina 
4.1. Introdução 





Metalotionina como biomarcador de contaminação metalica na amêijoa RucliUipes deciissaiut 
4.1. INTRODUÇÃO 
Entre os metais que podem ser encontrados em ecossistemas contaminados, o cobre 
(Ou) apresenta, um interesse especial, pois apesar de ser um elemento essencial à vida 
dos organismos aquáticos a sua toxicidade está bem estabelecida O Cu é um metal de 
transição, com função de co-factor em numerosas enzimas, tais como o citocromo 
oxidase, superóxido dismutase, álcool desidrogenase, dopamina hidroxilase, 
tirosinase e lisil oxidase (Ryn et /d, 2003; Suzuki et ai, 2002). Para o crescimento 
dos organismos é necessária uma concentração minima de Cu. Em particular, os 
moluscos têm maiores necessidades deste elemento para os componentes do pigmento 
respiratório hemocianina (Rainbow, 1990). No entanto, a presença de Cu em 
concentrações superiores às requeridas pelos organismos torna-se tóxica para as 
células. Estíi toxicidade resulta do radical hidroxilo que é produzido durante o ciclo 
nxlox, entre Cu' e Cu2', e a sua ligação indiscriminada a outras proteínas, provocando 
danos celulares como a peroxidação lipidica, inactivaçâo enzimática e alteração da 
estrutura de ADN (Ilalliwell & Guttcridge, 1985). Cheung & Wong (1998) 
observaram que os moluscos expostos ao (hi a concentrações elevadas apresentam um 
decréscimo no consumo de oxigénio e na taxa de excreção de amónia. Vários estudos 
mostraram que a concentração de iões Cu livres de 10 12 a IO"9 M pode causar inibição 
de crescimento e stress metabólico em diferentes organismos aquáticos (Chang & 
Reinfelder, 2000). 
Este elemento intervém principalmente em reacções que ocorrem no fluido 
extracelular, uma vez que a maior parte das proteínas contendo Cu encontram-se fora 
da célula, ou em vesículas, as quais apresentam um conteúdo similar ao encontrado 
no fluido extracelular (da Silva & Williams, 2001). No metabolismo celular normal, 
as concentrações de Cu livre são muito baixas (<10"IH M) e são necessários 
transportadores citoplasmáticos específicos para transportar este metal para os 
diversos compartimentos celulares e para as enzimas que contém Cu (0'Halloran & 
Culotta, 2000). No citoplasma encontra-se apenas uma enzima contendo Cu, que é 
responsável pela. dismutação do anião superóxido (superóxido dismutase) e várias 
proteínas não enzimáticas com Cu, relacionadas com o transporte, tampouização e 
funções de transcrição (da Silva & Williams, 2001). 
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A tolerância do alguns bivalves a elevados niveis de Cu nos seus tecidos, reflecte a 
presença de processos de desintoxicação, os quais podem inibir os efeitos tóxicos deste 
metal. De facto, a capacidade de ligação do Cu no meio intracelular torna-se mais 
eficiente, quando sistemas de desintoxicação e armazenamento de Cu são induzidos, 
tais como a metalotionina (MT) (De Boeck etaJ., 200.1), 
A ligação de Cu á MT prende-se com a função constitutiva destas proteínas, 
participando no controlo da disponibilidade intracelular de metais essenciais, para 
satisfazer os requisitos de componentes dependentes deste metal (Langston et aJ., 
191)«). Por outro lado, a função desta proteína também pode estar associada a 
processos de desintoxicação, em que perante um excesso de Cu, este pode ligar-se à 
MT limitando a sua disponibilidade para se ligar a componentes inadequados (Liu et 
ai., 1991). 
A dualidade funcional da MT (constitutiva c desintoxicante) permitiu considerar a 
hipótese de diferentes isoformas desta proteína poderem estar envolvidas na ligação 
a distintos metais, desempenhando estas isoformas papéis individuais no seu 
metabolismo (Roesijadi, 1994b). Em algumas espécies já foram identificadas 
isoformas com uma função constitutiva e outras com a função de desintoxicação, 
nomeadamente em embriões da ostra C virgiuica (Ringwood & Brouwer, 1994), em 
organismos adultos desta espécie (Roesijadi, 1994b) e nos mexilhões M. ednlis 
(Mackay et ai, 1993) e M. galloprovincialis (Ivankovic et al., 2002) e no gastrópode 
L brevicula (Ryu et al, 2003). Na amêijoa Ji decussatus, tal como referido no 
Capitulo 1 (secção 1.2.1.1) foram também identificadas várias isoformas desta 
proteína associadas ao Cd (Bebianno et al, 2000; Simes et al, 2003), mas não loi 
possível relacioná-las com as diferentes funções da MT. 
Na maioria dos moluscos a assimilação de metais è mais rápida (pie a eliminação, 
pelo que a acumulação de metais pelos diferentes tecidos destes organismos é 
proporcional á concentração externa dos mesmos. Esta capacidade limitada de 
regular os niveis de metais no interior da célula constitui um dos principais critérios 
para incluir os moluscos em programas de monitorização, os quais requerem uma 
resposta entre a concentração de metais nos tecidos dos organismos e os uheis de 
contaminação ambiental No entanto, esta res|)osta pode depender dos metais, ou seja. 
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se são essenciais ou não-essenciais para o metabolismo dos organismos (Langston et 
al, 1998). 
Alguns moluscos apresentam a capacidade de regular a concentração dos metais 
essenciais, tal como o Chi e Zn, enquanto que nos metais não essenciais (ex. Cd) esta 
capacidade é menos evidente (Capítulo III), verificando-se que os uiveis de metais 
não-essências nos seus tecidos estão mais relacionados com os níveis ambientais. 
Estudos de campo realizados com R pbiiippinarnin (Blasco & ttipjK), 1999), Septifcr 
biJocnlarís (Cooper et al., 1982) e P. grandis (Giguére et al., 2003) mostraram que 
estas espécies apresentam uma boa capacidade de regular os niveis de Cu, não tendo 
sido observadas diferenças apreciáveis nos niveis deste elemento entre os organismos 
recolhidos em áreas não contaminadas e contaminadas. 
A amêijoa R decassatnstem sido proposta como um excelente indicador dos niveis de 
Cd ambientais e os niveis de MT como biomarcador da contaminação de Cd (Ilamza- 
Chaffai et al., 1999, 2000; Serafim & Bebiauno, 2001, Bebianno & Serafim, 2003) 
(Capítulo III)- No entanto, no caso do Chi ainda permanecem algumas dúvidas quanto 
á utilização desta espécie como indicadora de niveis de Chi ambientais e da M1 como 
biomarcador de Cu. 
Estudos efectuados com R decassatns exposta a diferentes concentrações de Cu, 
nomeadamente 10 pg I1 (Sobral & Widdows, 1997), 30 pg 11 (Gnassia.Barelli et al, 
1995), 75 pg l1 (Hamza-Chaffai et al, 1998) e 150 pg l1 (Gnassia-Barelli et al, 1995, 
Romeo & Gnassia-Barelli, 1995), mostraram que esta espécie acumula eficazmente os 
teores deste metal nos seus tecidos. No entanto, estudos de campo mostraram que esta 
amêijoa apresenta capacidade de regular os niveis deste metal, dependendo da 
concentração do meio (HamzarChaffai et al., 1999, 2000; Serafim & Bebianno, 2001, 
Bebianno & Serafim, 2003). Por outro lado, Géret et ol. (2002) verificaram que as 
brânquias desta espécie induzem a síntese de MT ao fim de 21 dias de exposição a 25 
pg Chi I"1, mas não a concentrações inferiores (0,5 e de 2,5 pg 1 '). Roméo & Gnassia- 
Barelli (1995) também observaram a indução desta proteína nas brânquias de R 
decassatns exposta, a 150 pg Chi l1 durante 7 dias, mas o mesmo comportamento não 
foi observado na glândula digestiva Similarmente, Hamza-Chaffai et al (1998) não 
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detectaran] indução de MT na glândula digestiva desta amêijoa exposta a 75 pg l ' 
durante 5 dias. 
Apesar dos estudos anteriores terem mostrado o envolvimento da MT em alguns 
tecidos desta espécie quando exposta a Cu, a ligação deste metal <i MT nunca foi 
demonstrada, desconhecendo-se a distribuição de Cu nos diferentes componentes da 
fracção proteica de baixo peso molecular, na qual se encontra a MT. Por outro lado, 
quando se pretende conhecer o comportamento desta proteína em processos de 
acumulação e de eliminação de Cu, na amêijoa H dwussntus exposta a concentrações 
subletais e/ou agudas tornasse necessário conhecer a concentração letal de Cu, a qual 
nunca foi determinada para esta espécie. 
Desta forma, o presente capitulo tem como objectivo determinar a toxidade de Cu na 
amêijoa li decassatas, para posteriormente estudar o envolvimento da MT nos 
tecidos desta amêijoa exposta a dois tipos de contaminação: subletal e aguda. Na 
exposição subletal também se pretende compreender o comportamento desta proteína 
no processo de depuração deste elemento, e ainda, clarificar se este metal estará 
ligado á MT ou eventualmente a outras proteínas constituintes da fracção citosòlica. 
Tal como no capitulo anterior, os processos de acumulação e de eliminação foram 
seguidos em condições controladas na tentativa de ajustar modelos cinéticos que 
permitam determinar coeficientes, para uma melhor comparação e compreensão dos 
mecanismos associados aos diferentes tecidos e exposições. Assim, pretende-se 
responder ás seguintes questões: 
(i) Qual a concentração letal de Cu na amêijoa Jí decussatudí 
(ii) Qual a cinética de acumulação de (ãi nos diferentes tecidos de 72 decassatas e de 
que forma pode uma exposição subletal e outra aguda influenciar esta cinética? Como 
pode a indução de MT influenciar a cinética de acumulação de Cu e qual o sen 
envolvimento numa situação de .sYmsscausada |M)r uma exposição aguda? 
(iii) Qual a cinética de depuração deste metal nos diferentes tecidos após uma 
exposição subletal de Cu e o que acontece à MT induzida durante o processo de 
acumulação? 
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(iv) Será que os uiveis de MT induzidos jx)r Cu na amêijoa Ji decussatas, podem ser 
determinados directamente por Polarografia Diferencial com Impulsos (PDI), sem 
ser necessário recorrer a técnicas croraafográficas para separar os componentes da 
fracção citosólica, tal como acontece para o Cd? 
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4.2. Material e métodos 
4.2.1. Condições experimentais 
As amêijoas II decnssatus (30-35 mm) utilizadas nos ensíiios laboratoriais foram 
recolhidas na Hia Formosa, num local afastado de lontes antrópicas. Durante o 
período de recolha as amêijoas não se encontravam em lase de maturação. Antes de se 
iniciarem os ensaios experimentais, os organismos foram transportados para o 
laboratório e depurados durante 7 dias. 
4.2.1.1. Ensaio de toxicidade 
Para o ensaio de toxicidade com Cu montou-se um circuito experimental, no qual 
lotes de 50 indivíduos foram expostos a concentrações deste metal de 50, 75, 150, 250, 
500, 1000, 1500 e 2000 pg l1, paralelamente manteve-se um controlo experimental. As 
amêijoas dos diferentes aquários foram observadas diariamente, sensivelmente á 
mesma hora e durante todo o período experimental. Sempre que ocorreu mortalidade, 
os animais foram retirados c contados. O critério de mortalidade foi o adoptado jKjr 
Henry et ai. (19H4), segundo os quais consideram-se mortos os indivíduos que 
apresentam as valvas completamente abertas ou que não as fecham sobre pressão. 
A determinação do tempo de sobrevivência médio (LT50)1 e da concentração média 
letal (LCgo)8 foi efectuada segundo um modelo logístico. No modelo logístico a 
probabilidade P(.v) de resposta a uma dose x de poluente, exprime-se sob a forma: 
P(ji-) - l/tl+e(atés)], em que a e h são duas constantes desconhecidas características da 
distribuição de tolerâncias. As estimativas a e b são obtidas a partir do ajuste não 
linear dos mínimos quadrados, onde o valor de LT50 estimado é igual a {-aAi). O 
procedimento acima descrito é semelhante para a estimação do valor de W 
1
 LTm - tempo necessário para que metade dos indivíduos morra (Abel, 1989). 
2
 LC50 - concentração que provoca a morte de metade dos indivíduos durante um determinado 
período de tempo (Abel, 1989). 
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4.2. L2. Ensaios do acumulação e elimi nação 
A|K>s a determinação da concentração letal de Cu foi realizada unia outra 
experiência, em que, um conjunto de amêijoas foi exposto a uma concentração 
subletal de 25 pg Cu I'1, durante 40 dias. Após este período de acumulação, os 
exemplares foram transferidos para água sem Cu durante mais 50 dias. 
Um outro conjunto de organismos foi exposto a uma concentração de 50 pg Chi 1 a 
qual os testes de toxicidade revelaram corresponder a uma concentração aguda. Neste 
ensaio apenas se acompanhou a acumulação de Chi durante 25 dias, uma vez que a 
partir desse dia a mortalidade atingiu 100%. 
Para tal, lotes de 60 indivíduos foram colocados em 9 aquários, cora um volume de 10 
litros. Três aquários serviram de controlo experimental, três foram contaminados 
com sulfato de cobre (CuS04.5H80, Merck) numa concentração de 25 pg l"1 e os outros 
três com uma concentração de 50 pg l1. Os parâmetros fisico-quimicos medidos 
durante as experiências mantiveram-se constantes (Capitulo III — secção 3.2.1) 
Retiraram-se aleatoriamente, sem reposição, amostras de seis indivíduos por aquário, 
após os seguintes dias: 0, 7, 14, 21, 30, 40 (período de acumulação) e nos dias 50, 60, 
75 e 90 (período de eliminação) para a exposição a 25 pg I 1 e nos dias: 0, 7, 14, 21, 25 
(período de acumulação) para a exposição a 50 pg 1'. 
Os organismos foram dissecados em bránquias, glândula digestiva e restante parte do 
corpo (manto, pê e músculos adutores). Amostras compostas de seis tecidos 1 oram 
submetidas ao tratamento referido no Capitulo 11 (Figura 2.2 - secção 2.2). Em cada. 
uma das fracções isoladas, ou seja no homogeneizado total e nas diferentes fracções 
snbcelulares (FI, FEPM e FBPM) dos respectivos tecidos, foi determinada a 
concentração de Cu jKir EAA com chama ou câmara de grafite, após um pré- 
tratamento por via húmida (Capitulo III - secção 3.2.1). Enquanto que, os teores de 
metalotionina (MT) foram determinados na fracção citosólica tratada termicamente 
(FBPM) de acordo com o método descrito por Bebianno & Langston (1989). 
A validação dos resultados da concentração de Cu foi efectuada utilizando materiais 
de referência certificados, nomeadamente tecido de ostra (NBS) (National Instituto 
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of Standards & Technology) em que, os valores determinados no laboratório são 63,2 
±1,1 ng g 1 comparativamente cora valores certificados (66,3 ± 4,3 pg g '). 
As concentrações de MT e de Cu estão expressas em nmol g 1 de |)cso seco do tecido 
inicialmente homogeneizado. Tal como referido nos capítulos anteriores utilizou-se 
para a MT uma massa molecular de 7328 Da (Bebianno et ai., 2000; Si mes et ai, 
2003). 
4.2.1.3. Ensaios cromatográficos 
Neste trabalho recorreu-se á cromatografia de filtração em gel (CFG) em algumas 
amostras da fracção subcelular tratada termicamente (FBPM). 
Foi utilizada uma coluna Sephadex G-75 (Pharmacia) (1,5 x 60 cm), previamente 
equilibrada com tampão Tris-HCl 20 mM, pH 8,6 (com 0,1 mM PMSF e 0,5 mM 
DTT). A esta coluna foi aplicado o Azul de dextrano e CoClg para determinar o 
volume morto (Vm) e o volume da fase estacionária (Vs), respectivamente. Após este 
procedimento foi então efectuada a calibração da coluna com citocromo C, albumina 
de serum de bovino, criptosinogénio A e com a metalotionina de figado de coelho 
MT-1 (Tabela 4.1). 
Tabela 4.1 — Determinação do volume morto (V,,,) e o volume da fase estacionária Os) e 
calibração da coluna. 
Volume Peso Comprimento 
Composto aplicado Molecular de onda Fracção 
(ml) (Da) (nm) 
Azul dextrano (2 mg/ml) 0,5 2000000 280 15 
Albumina de Serum bovino (5 mg/ml) 0.5 66000 280 16 
Criptosinogénio A (2 mg/ml) 0,5 25118 280 25 
Citocromo C (2 mg/ml) 0,5 12400 480 30 
Padrão de MT 0,5 10200 280 32 
CoCb (2 mg/ml) 0,5 237,9 280 40 
As amostras sujeitas á CFG foram homogeneizadas com Tris-HCl 20 mM, pll 8,6, 
contendo 0,1 mM PMSF e 0,5 mM DTT e submetidas ao tratamento referido no 
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Capitulo II (Figura 2.1) até ser obtida a fracção citosólica de baixo poso molecular 
tratada termicamente (FBPM). 
Aliquotas (0,5 ml) da fracção FBPM dos vários tecidos foram aplicadas na coluna, 
tendo a eluição decorrido a PC, com um gradiente linear do mesmo tampão (Tris- 
HC1 20 inM, pH 8,0, com 0,1 mM PMSF e 0,5 mM DTT). O fluxo foi imposto por 
acção gravítica, controlada pelo caudal de saída da coluna (0,5 ml min'1). 
Fracções do eluato (2 ml) foram recolhidas em diferentes tubos. Em cada uma das 
fracções obtidas foi determinada a absorvância (280 e 270 nm), os teores de Cu 
directamente por EAA com câmara de grafite sem tratamento prévio e o teor em 
compostos tiólicos (-SH) |)or PDI. Na Figura 4.1 encontrar se esquematizado o 
procedimento atrás descrito. 
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Figura 41 - Bwjucma «lo pnxxxlin.cnto InJwn.toriiil utilizado na separado cmniatognifiw».. 
4.2.2. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
A variabilidade daa concentraeões de Cu e de MT ao longo do tempo foi testada nos 
diferentes tecidos através da análise de variância (ANOVA) a três entradas, 
considerando como variáveis independentes o tempo, a concentração de Co a que os 
organismos foram expostos e o tecido. Para discriminar as diferenças entre cada uma 
das variáveis foi ntilizado o teste de Dnncan 00,05). 
Foram também efectuadas análises de regressão, quer entre as concentrações de ( n e 
de MT com o tempo, quer entre as concentrações de Cu e de MT, para um nível de 
significância de 0.05. 
Aos dados de acumulação e de eliminação de Cu nos tecidos foi aplicado um modelo 
cinético de l4 ordem, como descrito no Capítulo III (secção 3.2.2). 
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4.3.11BSULTADOS 
4.3.1. Toxicidade de Ca na amêijoa /£ decassotas 
A evolução da mortalidade acumulada da amêijoa R decassatas, ao longo do tempo 
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Figura 4.2 - Evolução da percentagem da mortalidmio acumulada dc indivíduos ao longo do tempo, 
quando contaminados com diferentes concentrações de cobre (símbolos - pontos observados; linhas a 
cheio - curvas estimadas). 
A análise comparativa das curvas de mortalidade acumulada ao longo do tempo de 
exposição da amêijoa às diferentes concentrações de Cu (50, 75, 150, 350, 500, 1000, 
1500 e 3000 pg 11), mostrou que a mortalidade aumenta com o aumento da 
concentração testada. Na Figura 4.3, pode ainda observar-se que os ensaios tiveram 
durações diferentes consoante a concentração utilizada, variando entre o mínimo do 
4 dias para a concentração de Cu mais elevada (500 pg 1 ') e o máximo dc 35 dias para 
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Quanto aos valores «lo teiniK) de sobrevivência médios (LTgo), estimados jxíIo método 
logistico, estes apresentam uma evolução decrescente á medida que a concentração 
aumenta, sendo aproximadamente 20 dias para a concentração de õO pg T1 
decrescendo até 1 dia para a concentração mais elevada de 2000 pg l"1 (Tabela 4.2). 
Tabela 42 - Tempo de sobrevivência média (LTgo) da espécie R decussatus, para as 
concentrações de Cu testadas. 
Concentração 
(pg r1) Equação LT6o(dias) r 
50 P(x) = 1/(1+ e f20'35-099*) 20,6 0,998 
75 P(x) = 1/(1+6 f43'92-3'04*) 14,4 0.997 
150 P(x) = 1/(1+ e'7-85-0'91 *) 8,6 0,998 
250 P(x) = 1/(1+e,,,-59-,'57x) 7,4 0,999 
500 P(x) = 1/(1+ e '11W-1S9X) 7,3 0,998 
1000 P(x) = 1/(1+ e (3'18-1-53x|) 2,1 0,998 
1500 P(x) = 1/(1+ e'3'25"1'83*) 1,8 0,998 
2000 P(x) = 1/(1+ e i3'12-2'29*) 1,4 0,999 
A partir dos valores de concentração média letal (LCgo), calculados para cada dia de 
ensaio através do método logístico, foi possível ajustar a curva de toxicidade do Cu 
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Figura 43 - Curva de toxicidade do Cu para a espécie R decussatus. 
Através da equação da curva ajustada aos pontos de LCg® obtidos para cada dia de 
ensaio, calculou-so o valor da concentração média letal (IjCgo) ás ÍMi horas, tendose 
obtido o valor de 715 pg l1 de Cu. 
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4.3.2. Concentração de Cu nos tecidos da amêijoa Jl decassatus 
A concentração (média ± a) de Cu (nmol g'1) total e nas diferentes fracções 
snbcelnlares (Fl, PEPM e FBPM) nas brânquias, glândula digestiva e restante parte 
edivel das amêijoas não contaminadas e expostas a 25 pg Cu l"1 ao fim de 40 dias de 
exposição e de 50 dias de depuração (dia 1)0) e ainda das amêijoas expostas a 50 pg f1 
de Cu ao fim de 25 dias de exposição, encontra-se na Tabela 4.3. 
Tabela 4.3 — Concentração de Cu (nmol g"1) (total e mis diferentes fracções subcelulares) em 
diferentes tecidos das amêijoas não contaminada e das expostas a 25 pg 1 'de Cu ao fim 40 dias 
de exposição e de 50 dias de depuração e ainda das amêijoas expostas a 50 pg i Me Cu ao fim de 
25 dias de exposição (os valores correspondem média ± a). 
Controlo 25 pg f 1 Cu 50 pg r1 Cu 
Acumulação Eliminação Acumulação (40° dia) (90° dia) (25° dia) 
Brânquias 
Total 79,0 ±9.0 540 ± 53,9 53,2 ± 9.0 1098±143 
Fl 15,9 ±3.9 (19) 171 ±18,1 (26) 8,3 ±2.0 (16) 381 ± 38,1 (25) 
FERM 18,6 ±7.5 (22) 150 ±14,9 (22) 10,3 ± 1,9 (19) 440 ±44,0 (30) 
FBPM 50,5 ± 16,6 (59) 352 ±21,9 (52) 34,7 ±6,6 (65) 677±121 (45) 
Gl. digestiva 
Total 178 ± 38,6 2897±190 82,8 ± 8,3 2199 ±270 
Fl 30,4 ±5.1 (20) 642 ±46,3 (22) 17,2 ±1,9 (13) 623 ± 92,3 (22) 
FERM 33,8 ±12,3 (42) 473 ±39,5 (16) 60,4 ± 5,9 (46) 757 ± 85,7 (27) 
FBPM 90,6 ±13,1 (58) 1782 ±86,6 (62) 53,1 ± 6.0 (41) 1419±192 (51) 
Resto 
Total 62,7 ± 16,3 338 ± 23,6 190 ±5,9 607 ± 29,2 
Fl 27,5 ±6,0 (40) 281 ±11,0 (47) 151 ±6,0 (55) 427 ±19,7 (43) 
FERM 22,7 ±3,8 (32) 189 ±9,5 (31) 105 ±4,1 (39) 354 ± 15,6 (36) 
FBPM 19,8 ±5,6 (16) 132 ±3.2 (22) 16 ±2,6 (6) 214 ±11,0 (21) 
Os valores entm parênteses correspondem ã percentagem do Cu em cada unia das fnicções sulxelulares. 
Os teores de Cu nos três tecidos das amêijoas não contaminadas (Tabela 4.3) não 
variaram significativamente ao longo do ensaio experimental, quer no total quer nas 
diferentes fracções subcelulares (/»(),05). Tal como na concentração de Cd (Capitulo 
III), a glândula digestiva foi o tecido com teores mais elevados de Cu, com uma 
concentração significativamente superior (/*(),05) â observada nas brânquias e na 
restante parte edivel. 
A distribuição subcelular de Cu nas brânquias e na glândula digestiva das amêijoas 
não contaminadas foi distinta da observada na restante parte edivel. A concentração 
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de Cu foi mais elevados na fracção FBPM nas brânquias (59%) e na glândula 
digestiva (58%). Enquanto que, na restante parte edivel foi a fracção F1 (pie 
apresentou os teores mais elevados (40%). Assim, observou-se a seguinte distribuição: 
FBPM > FEPM » FI nas brânquias e na glândula digestiva e FI > FEPM > FBPM 
na restante parte do corpo (Tabela 4.3). 
Na Figura 4.4 encontrar se a evolução da concentração total de Cu e nas diferentes 
fracções subcelu lares nas brânquias, na glândula digestiva e na restante parte edivel 
das amêijoas expostas a 25 pg l"1 de Cu durante 40 dias seguidos de 50 dias de 
depuração e expostas a 50 pg l"1 de Cu durante 25 dias. Todos os resultados de 
concentração de Cu obtidos durante os ensaios laboratoriais encontram-se em anexo 
(Tabelas A.4, A.5 e A.6). 
4.3.2.1. Acumulação de Cu 
A concentração de Co (total e fracções subcelu lares) nas brânquias das amêijoas 
expostas a 25 e a 50 pg l'1 aumentou linearmente e significativamente até ao final do 
período de exposição (>0,05), sendo a velocidade de acumulação de Cu 
significativamente superior nas amêijoas expostas a 50 pg 1 1 (>0,05) (Tabela 4.4 e 
Figura 4.4). 
Tabela 4.4 - Velocidade de acumulação de Cu (nmol g"1 d1) (total e nas diferentes fracções 
subcelulares) em diferentes tecidos das amêijoas contaminadas com 25 pg Cu l1 durante40 dias 
e com 50 pg Cu l"1 durante 25 dias. (p<0,05). 
25 pg f1 50 pg r1 
Velocidade de acumulação (nmol q" d'1) 
Velocidade de acumulação 
r
 (nmol q"1 d"1) 
Brânquias Total 12,8 0,972 34,9 0,883 
FI 3,1 0,965 10,8 0,806 
FEPM 3,1 0,999 14,3 0,925 
FBPM 9,2 0,845 22,7 0,964 
Gl. digestiva Total 63,3 0,930 81,0 0,957 
FI 14,9 0,903 23,7 0,926 
FEPM 11,3 0,832 27.4 0,928 
FBPM 36,4 0,875 52,3 0,973 
Resto Total 5,6 0,884 21.4 0,987 
FI 6,2 0,973 12,9 0,910 
FEPM 4,3 0,920 9,4 0,831 
FBPM 2.5 0,899 6,9 0,935 
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Figura 4.4 - Concentração (muol g ') (média ± O) de Cu (total c fracções subcelulares) nas brânquias 
(A) glândula digestiva (13) e restante parte edivel (C), em amêijoas expostas a 85 pg I durante 4t) dias 
e 50 dias de depuração (I) e expostas a 50 pg 1 1 durante 85 dias (II). (■ Total; A FI; ♦ FEPM; o FRPM). 
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No final do período de exposição a distribuição subcelular de Cu nas brânqnias das 
amêijoas contaminadas alterou-se relativamente às amêijoas não contaminadas. 
A percentagem do Cu na fracção Fi aumentou e na FBPM diminuiu 
significativamente, em ambas as exposições, enquanto que na fracção FBPM só 
aumentou na exposição mais elevada (50 pg l'1) (/*0,05) (Tabela 4.3). Apesar da 
percentagem de Cu não ter aumentado na FBPM, a concentração deste elemento no 
final do período de exposição aumentou 9 e 17 vezes na exposição a 85 e a 50 pg 1 
respectivamente O aumento de Cu nesta fracção subcelular pode ser comprovado 
através dos perfis de eluição cromatográficos da concentração deste metal, obtidos nas 
diferentes concentrações e tempos de exposição (Figura 4.5). 
Na fracção FBPM deste tecido das amêijoas não contaminadas a maior quantidade 
de Cu (38,3 nmol g"1 correspondendo a 53%) eluiu entre as fracções 89 a 35, centrada 
na fracção 38 a qual corresponde ao peso molecular 10,8 KI)a coincidente com a 
eluição da MT, enquanto que nas fracções de elevado e de baixo peso molecular 
apenas eluiram 30 e 17 % do Cu total, respectivamente (Figura 4.5). 
A concentração de Cu, nas fracções anteriormente referidas, variou nas amêijoas 
expostas a 85 e 50 pg I'1 ao fim do mesmo tempo de exposição (14 dias) (Figura 4.5-A) 
e ao longo do tempo para a mesma concentração (85 pg 1"') (Figura 4.5-B). IX' facto, 
ao fim de 14 dias de exposição a 85 e a 50 pg l'1, o Cu contido nas fracções 89 a 35 
aumentou cerca de 8,8 e 3,5 vezes relativamente ás brânqnias das amêijoas não 
contaminadas, correspondendo a uma concentração de 90 nmol g 1 na contaminação a 
25 pg l"1 e de 113 nmol g"1 na de 50 pg l'1 (Figura 4.5-A). No final do i>eríodo de 
exposição a 85 pg I"1 (dia 40), a concentração de Cu nestas fracções (89-35) continuou 
a aumentar (4,8 vezes - 154 nmol g'1) relativamente ás amêijoas não contaminadas, 
representando estas fracções 50% do total de Cu eluido (Figura 4.5-B). 
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figura 4.5 - Perfis do eluição cromatográiicos da concentração Cu na fracção FBPM das 
brâuquias das amêijoas: A) não contaminadas o contaminadas com 25 e 50 |ig Cu I 1 ao fim de 
14 dias; B) não contaminadas e contaminadas com 25 |ig Cu l"1 ao fim de 14 e 40 dias. 
( A fracção onde eluiu a MrlT). 
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À semelhança das brânqnias, o Cu foi acumulado linearmente na glândula digestiva 
(total e fracções subcelu lares) durante o período de exposição, em ambas as 
contaminações com Cu (Figura 4.4-B, e Bu), tendo este tecido acumulado os teores de 
Cu total com velocidades significativamente sujxíriores ás observadas nas brânqnias 
(Tabela 4.4). Tal como nas brânqnias, no final do período de exposição a distribuição 
subcelu lar de Cu na glândula digestiva das amêijoas contaminadas alterou-se 
relativamente às amêijoas não contaminadas. A percentagem de Cu na fracção FI 
também aumentou em ambas as exposições, enquanto que na fracção FEPM só 
aumentou significativamente na exposição mais elevada (50 pg l1) (/*0,05). Por 
outro lado, na fracção FBPM a percentagem deste elemento aumentou na exposição a 
25 pg l"1 e diminuiu na de 50 pg l"1 (Tabela 4.3). O aumento da concentração de Cu 
também pode ser observado nos perfis cromatográficos deste elemento na fracção 
FBPM da glândula digestiva (Figura 4.0). 
A maior quantidade de Cu (91 nmol g 1 correspondendo a cerca de 47%) na fracção 
FBPM da glândula digestiva das amêijoas não contaminadas, tal como nas 
brânqnias, eluiu entre as fracções 29 a 35, no entanto centrada na fracção 30 a qual 
corresponde a 12.9 Kl)a. Ao fim de 14 dias de exposição a 25 e a 50 pg l1, o Cu nestas 
fracções aumentou cerca de 3 e 4 vezes relativamente aos da fracção subcelu lar 
FBPM das amêijoas não contaminadas (242 nmol g 1 na exposição a 25 pg l1 e 361 
nmol g 1 na exposição a 50 pg l"1) (Figura 4.6-A). Enquanto que, no final do período 
de exposição a 25 pg \ l (dia 40), a concentração de Cu nestas fracções (534 nmol g1) 
aumentou 6 vezes (Figura 4.6-B). 
Apesar da maior quantidade de Cu na FBPM da glândula digestiva ter eluido nas 
mesmas fracções que nas brânqnias, a concentração de Cu na glândula digestiva foi 
superior. No inicio dos ensaios (dia 0) os teores de Cu (fracções 29-35) na glândula 
digestiva foram cerca de 3 vezes superiores aos das brânqnias (Figuras 4.5 e 4.6). 
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Figura 4.6 - Perfis de eluição cromatográfioos da concentrarão Ou na fracção FBPM da 
glândula digestiva das amêijoas: A) não contaminadas e contaminadas com 25 e 50 pg ( u I ao 
fim de 14 dias; B) não contaminadas e contaminadas com 25 pg Ou 1 1 ao fim de 14 e 40 dias. 
( Á fracção onde eluiu a MT). 
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Tal como nos tecidos anteriores, o Cu (total o fracções subcelulares) também foi 
acumulado linearmente na restante parte edivel das amêijoas, em ambas as 
exposições e durante todo o |)eriodo de contaminação (Figura 4.4-Cx e Cu). No 
entanto, a velocidade de acumulação de Cu foi significativamente inferior 
comparativamente com os outros dois tecidos (Tabela 4.4). 
A distribuição subcelular de Cu no final do período de exposição na restante parte 
edivel das amêijoas contaminadas, também se alterou relativamente à das amêijoas 
não contaminadas. Apesar da percentagem de Cu na fracção Fl continuar a ser a 
fracção com percentagens de Cu mais elevadas, na FBPM a percentagem deste 
elemento aumentou significativamente, em ambas as exposições (/*0,05). A 
semelhança dos outros tecidos, o aumento de Cu na FBPM |K)de ser comprovado nos 
perfis cromatográficos (Figura 4.7). 
A maior quantidade de Cu na restante parte edivel das amêijoas não contaminadas 
também eluiu entre as fracções 29 e 35 (10 nmol g"1 correspondendo a cerca de 40% do 
Cu total). No entanto, a concentração de Cu na restante parte edivel foi a mais baixa 
dos três tecidos, sendo cerca de 3 vezes inferior á observada nas brânquias e de 9 vezes 
na glândula digestiva (Figuras 4.5, 4.(5 e 4.7). 
Ao fira de 14 dias de exposição a 25 e a 50 pg l"1, o Cu nessas fracções aumentou 
relativamente aos uiveis de Cu encontrados na fracção subcelular FBPM das 
amêijoas não contaminadas, cerca de 2,5 e (5,4 vezes, respectivamente (2(5 nmol g"1 na 
exposição a 25 pg l'1 e 42 nmol g'1 na exposição a 50 pg l"1) (Figura 4.7-A). Enquanto 
que, no final do período de exposição a 25 pg l1 de Cu (dia 40), a concentração de Cu 
nas mesmas fracções (29-35) aumentou cerca 5 vezes (56 nmol g"1) (Figura 4.7-B). 
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Figura 4.7 - Perfis de eluiçâo croniatográficos da concentração Cu na fracção FBPM da 
restante parte edível das amêijoas: A) não contaminadas e contaminadas com 25 e 50 pg Cu 1"' 
ao fim de 14 dias; B) não contaminadas e contaminadas com '25 pg Cu l"1 ao fim de 14 e 40 
dias. (Á fracção onde eluiu a MT). 
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Tal como para os dados do Cd (Capitulo III), foi ajustado um modelo cinético de 1' 
ordem aos dados da concentração de Cu, nos diferentes tecidos de lí decnssatus, para 
verificar se com o tempo de exposição os teores de Cu tinham atingido um equilíbrio. 
Este tipo de ajuste só foi significativo nos tecidos das amêijoas expostas a 
concentração mais elevada (50 pg 1"') no total e nas fracções subcelulares F1 e FBI M 
(Figura 4.8). ()s coeficientes de correlação resultantes deste ajuste foram superiores 
aos dos ajustes lineares, mostrando que este tipo de modelo se ajusta melhor a estes 
dados. 
Nestes tecidos (total e fracções subcelulares FI e FEPM), foi possível calcular, as 
taxas de assimilação e de depuração de Cu, durante o período em que os organismos 
estiveram expostos a este metal (Talada 4.5). 
Tabela 4.5 - Factor de bioconcentração (FBC- Kj/Ivi), taxa constante de assimilação (KJ e 
taxa constante de depuração (KJ nos diferentes tecidos (total e fracções subcelulares) das 
amêijoas expostas a 50 |ig 1 1 de Cu durante 25 dias. 
50 pg r1 
FBC Ka Ke r (dia1) (dia'1) 
Brãnquias 0,966 Total 1304 262,9 0,202 
FI 395 124,8 0,316 0,913 
FEPM 537 54,7 0,102 0,949 
FBPM - - - ~ 
Gl. digestiva 0,064 0,952 Total 3576 229,6 
FI 904 73,6 0,081 0,949 
FEPM 1110 94,4 0,085 0,944 
FBPM - - - " 
Resto 0,971 Total 1014 57,7 0,057 
FI 634 31,8 0,050 0,890 
FEPM 352 68,5 0,194 0,853 
FBPM - - " 
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Figura 4.8 - Concentrações dc Cu (média ± O) (total e nas diferentes fracções subcelulares) 
experimentais e evolução prevista no modelo cinético de 1' ordem, nas brânquias (A) glândula 
digestiva (B) e restante parte edivel (C) das amêijoas exiKwfcis a 50 pg 1 1 durante 25 dias. 
(■ Total; A FI; ♦ FEPM; o FBPM). 
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Do uma forma geral, verificou-se que o Cu foi acumulado pelos tecidos de 7?. 
decassatas, em ambas as exposições (25 e 50 pg 11). No entanto, na exjíosição de Co 
mais elevada os teores deste elemento tendem a atingir um equilíbrio, como 
demonstrado pela aplicação do modelo cinético. Desta forma, este modelo permitiu 
mostrar que no caso da exposição aguda (50 pg l ') o Cu tende a saturar os ligandos 
nas fracções subcelu lares FI e FE PM, mas não na FBPM, na qual se encontram as 
MTs. 
4.3.2.2. Eliminação de Cu 
Durante o período de depuração (40° - 00° dia), as brânqnias das amêijoas pré- 
expostas a 25 pg I"' de Cu (Figura 4.4-Aj) eliminaram exponencialmente os teores 
deste metal (Tabela 4.0), atingindo uma concentração de 53,2 ± 9,0 nmol g 1 ao fim de 
50 dias de depuração, correspondendo a uma eliminação de 90% do total de Cu 
acumulado. Os teores de Cu nas diferentes fracções subcelulares, também foram 
eliminados exponencialmente durante o período de depuração (Tabela 4.0), tendo 
cada uma destas fracções eliminado aproximadamente 90% do Cu acumulado. 
Tabela 4.6 - Equações exponenciais de eliminação de Cu nos diferentes tecidos (total e fracções 
subcelulares) das amêijoas pré-expostas a 85 pg l'1 de Cu. 
25 pg l'1 
Equação (nmol g"1 d'1) 
Brânquias 
Total Cu = 1586 e"0 041 0,831 
FI Cu = 1007 e"0 05' 0,948 
FEPM Cu = 582 e ■o•05, 0,922 
FBPM Cu = 513 e"0 051 0,540 
Gl. digestiva 
25881 e "0•07, Total Cu = 0,914 
FI Cu = 5103 e"0"07' 0,904 
FEPM Cu = 1479 e"004' 0,792 
FBPM Cu = 16952 e "0 08t 0,816 
Resto 
Total Cu = 451 e"0 009' 0,845 
FI Cu = 295 e 0,599 
FEPM Cu = 301 e"0'0121 0,984 
FBPM Cu = SlSe-0041 0,968 
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O perfil cromatográfico da eliminação de Cu, no final do jjeriodo de depuração (dia 
90) na FBPM das brânquias das amêijoas pré-expostas a 25 pg Cn l"1, apresenta-se na 
Figura 4.9-A. A|)esar da maior quantidade de Cu eluir nas fracções 29 a 35 (51%), a 
concentração deste elemento (24 nmol g'1) diminuiu cerca de 6 vezes relativamente ao 
acumulado no final do período de exposição, tendo sido eliminado todo o Cu 
acumulado nestas fracções. 
Na glândula digestiva das amêijoas pré-expostas a 25 pg l1 (Figura 4.4-Bj), a 
concentração de Cu, total e nas diferentes fracções snbcelulares, foi também 
eliminada exponencialmente durante os 50 dias de depuração (Tabela 4.6). Este 
tecido eliminou 97% do Cu total acumulado, tendo todas as fracções snbcelulares 
também eliminado mais de 85% de Cu. 
Tal como nas brânquias, o perfil cromatográfico na glândula digestiva mostra a 
diminuição da quantidade de Cu eliminada na fracção FBPM (Figura 4.9-B). A 
maior quantidade de Cu também eluiu nas fracções 29-35 (45%), atingindo uma 
concentração de 97 nmol g"1, que corresponde a uma redução de 99% relativamente â 
acumulada após 40 dias de exposição (Figura 4.9-B). 
A semelhança dos dois tecidos referidos anteriormente, os teores de Cu (total e 
fracções snbcelulares) acumulados na restante parte edivel das amêijoas pré-expostas 
a 25 pg I"1 (Figura 4.4-Ci) também decresceram exponencialmente, durante o período 
de depuração (Tabela 4.6). No entanto, este tecido apenas conseguiu eliminar 
aproximadamente 45% do Cu acumulado, quer no total quer nas diferentes fracções 
subcelulares, â excejtção da FBPM a qual eliminou 88% de Cu acumulado. 
O perfil cromatográfico na FBPM da eliminação de Cu, no final do período de 
depuração, encontrasse na Figura 4.9-C. Apesar da maior quantidade de Cu ter sido 
detectada nas fracções 29 a 35 (40%), a concentração deste elemento (14.6 nmol g l) foi 
cerca de 4 vezes inferior à acumulada no final do período de exposição, 
correspondendo a uma redução 91% (Figura 4.9-C). 
135 
Toxicidade, acumulação e eliminação de cobre nos tecidos da amèitoa 




I . 0,6 
0,4 (0 
0,2 
- - o - - - Dia 0 
—• Dia 40 (25 pg/l) 
—o Dia 90 (25 pg/l) 
  280 nm 
 270 nm 






 • Dia 40 (25 |jg/l) a 
 o Dia 90 (25 pg/l) _ / \ 
  280 nm 
 270 nm 
^ 4 
h) / 












10 15 20 25 30 35 40 45 50 
20 




15  • Dia 40 (25 |jg/l) /* \\ 
 o Dia 90 (25 pg/I) / "l 0.9 
"D   280 nm A A < ■l« 
 270 nm i M f V« 
/ ^^*4 >X 
0.6 
5 J ' \ \ \ 0,3 
0 • - -" -  a_sV^o   0 





Metalotionina como biomarcador de contaminação metalica na amei|o.: 
Aos dados exporimentais de eliminação de Cu, nos teeidos das amêijoas prè-expostas 
a 25 pg I'1, também foi aplicado o modelo cinético de V ordem, (Figura 4.10). Aos 
tecidos a que foi possível aplicar o modelo determinou-se a taxa de depuração (K e 
o tempo de meia vida deste elemento (t^) (Tabela 4.7). 
Os teores de Cu nas branqui as e na glândula digestiva de Ji decassatus foram 
eliminados mais rapidamente (pie na restante parte edivel. O tempo de meia vida (tj^) 
calculado na restante parte edivel foi de 12 dias, enquanto nas brânquias e na 
glândula digestiva foi de (5 e 5 dias, respectivamente (Tabela 4.7). 
Nas diferentes fracções subcclulares das brânquias e da glândula digestiva, o Cu na 
fracção FBPM é eliminado mais rapidamente (cora um tempo de meia vida de 4 
dias), enquanto que na fracção FEPM o Cu é mais dificilmente eliminado (tempo de 
meia vida de 7 e 8 dias nas brânquias e na glândula digestiva, respectivamente). Na 
restante parte edivel observasse um comportamento diferente, em que o tempo de 
meia vida na fracção FBPM é superior relativamente ás outras fracções (Tabela 4.7). 
Fabola 4.7 - Concentração inicial dc Cu (Ci), taxa constante de eliminação (Ke) e tempo de 
meiarvida t1(g (no total e nas fracções subcelulares) dos diferentes tecidos das amêijoas pre- 














Cj K'e ti/2 
(nmol g"1) (dia1) (dia) 
B
^
UÍaS 540 ± 53,9 0,121 6 0,982 
171 ± 18,1 0,103 7 0,983 
150 ± 14,9 0,105 7 0,964 
352 ±21.9 0,190 4 0,991 
2897 ± 190 0.143 5 0.994 
642 ±46.3 0,132 5 0,992 
473 ± 39,5 0,082 8 0,972 
1782 ±86,6 0,180 4 0,994 
338 ±23,6 0,011 12 0,772 
281 ± 11,0 0,017 14 0,371 
189 ±9.5 0.011 4 0,968 
132 ± 3,2 0,048 17 0.957 
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Figura 4.10 - Concentrações de Cu (média ± CT) (total e nas fracções subcelalares) 
experimentais e evolução prevista pelo modelo cinético de 1' ordem, nas brânquias (A) 
glândula digestiva (B) e restante parte edivel (C) das amêijoas pré-expostas a 25 pg l'1 durante 
de 50 dias de depuração. (■ Total; A FI; ♦ FEPM; o FBPM). 
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4.3.3. CONCENTRAÇÃO DB MT NOS TECIDOS DE Ji docussatus 
A concentração de MT nas brânquias, glândula digestiva e restante parte edivel das 
amêijoas não contaminadas e expostas a 25 pg I"1 de Cu durante 40 dias seguidos de 
50 dias de depuração e nas expostas a 50 pg 1 de Cu durante 25 dias, encontra-se na 
Figura 4.11. Todos os dados da concentração desta proteína, obtidos durante os 
ensaios laboratoriais encontram-se em anexo (Tabela A. 13). 
Os teores médios (± O) de MT nos três tecidos das amêijoas não contaminadas (347 ± 
29 nmol g"1 nas brânquias, 666 ± 84 nmol g1 na glândula digestiva e 229 ± 42 nmol 
g'1 na restante parte edivel) não variaram significativamente durante o ensaio 
experimental (/»0,05), excepto na glândula digestiva em que a concentração de MT 
no ÍH)0 dia de ensaio foi significativamente inferior aos teores médios registados nos 
restantes dias. A semelhança dos teores de Cu, a glândula digestiva corresponde ao 
tecido que apresenta teores desta proteína mais elevados, sendo significativamente 
superiores comparativamente com os observados nas brânquias e na restante parte 
edivel (/»0,05), tal como jâ tinha sido detectado na experiência efectuada com Cd 
(Capitulo III). 
4.3.3.1. Indução do MT 
Os teores de MT nas brânquias das amêijoas expostas a 25 e a 50 pg l1 de Cu (Figura 
4.11-A) aumentaram linearmente durante o período de exposição. No entanto, na 
exposição à concentração de Cu mais elevada esse aumento linear só foi observado até 
ao 21° dia de exposição. As velocidades de indução foram de 12,2 nmol g 1 d"1 (/•■ 0,920; 
pi),05) e de 26,1 nmol g1 d"1 (r- 0,995; /a0,05), nas brânquias das amêijoas exposhís a 
25 e a 50 pg 1', respectivamente. 
A indução de MT nas brânquias das amêijoas expostas ao Cu pode ser comprovada 
com o aumento da resjíosta poiarográfica dos compostos tiólicos determinados após 
eluição cromatográfica da fracção FBPM d («te tecido, em ambas as ex|>osições e ao 
longo do tempo de exposição (dias 0, 14 e 40) (Figura 4.12). 
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Figura 4.11- Concentração (média ± O) de MT nas branqui as (A), glândula digestiva (B) e restante 
parte edivel (C), das amêijoas não contaminadas, expostas a 25 pg 1" durante 40 dias seguidas de 
50 dias de depurarão e expostas a 50 pg T1 durante 25 dias. (o controlo; □ pg 1 , ■ 50 pg 1 ). 
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A resposta polarográfica dos compostos tiólicos da fracção FT^PM, nas brânquias das 
amêijoas não contaminadas mostrou que a maior quantidade de grupos -SH (328 pA 
g1, correspondendo a 58% do total eluido) foi detectada nas fracções 25-35, centrada 
na fracção 32, a qual corresponde à eluiçâo do padrão de MT, com um peso molecular 
de 10,2 KDa. ()s restantes grupos de -SH distribuíram-se uniformemente pelas 
fracções de elevado peso molecular (22%) e de baixo peso molecular (20%) (Figura 
4.12). 
Durante o período de exposição, verificou-se um aumento da resposta polarográfica 
nas fracções 25-36, no entanto, para as diferentes exposições no mesmo dia (140dia) 
(Figura 4.12-A), apesar da quantidade de grupos tiólicos ser superior na exposição a 
50 pg l1 relativamente à de 25 pg l1, esse aumento não foi tão acentuado como o 
observado na concentração de Cu (Figura 4.5-A), o mesmo não se verificou com o 
aumento do tempo de exposição para a mesma concentração (25 pg l1) (Figura 4.12- 
B), em que o aumento da quantidade de grupos tiólicos acompanhou a concentração 
de Cu, sendo a resposta polarográfica máxima no dia 40 (930 pA g ', correspondendo 
a um aumento de cerca de 3 vezes relativamente ao controlo) e centrada na fracção 
32, tal como se verificara para o perfil cromatográfico do Cu no mesmo periodo 
(Figuras 4.5 B). 
Nas fracções 25 a 35, os valores das absorvâncias a 280 nm foram baixos, consistentes 
com a ausência de aminoácidos aromáticos na composição da MT. Nestas tracções foi 
também detectada uma banda de absorção a 270 nm, atribuída à transferência 
electrónica da ligação Cu-S e indicativo de uma coordenação do Cu a ligandos de 
enxofre (Vasák et ai, 1987). Durante o periodo de exposição, a razão das 
absorvâncias 270:280 nm aumentou relativamente ao controlo, sendo máxima na 
fracção 32 do dia 40 (exposição a 25 pg Cu 1 ') com um valor de 2,2, tendo diminuído 
para 1,2 no final do periodo de depuração (dia 90). 
A razão das absorvâncias característica da MT nas fracções 25 a 35, conjuntamente 
com o aumento da concentração de Cu ao longo do tempo do exposição e o aumento da 
presença de compostos —SH, confirmam que a MT foi induzida nas brânquias das 
amêijoas expostas a ambas as concentrações de Cu (25 e 50 pg 1'). 
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Figura 4.18 - Perfis de eluição croniatográficos dos compostos tiólicos na fracção FBPM das 
brânquias das amêijoas: A) não contaminadas e contaminadas com 85 e 50 jig Cu I 1 ao fim de 
14 dias de exposição; B) não contaminadas e contaminadas com 85 pg Cn i1 a|)ós 14 e 40 dias 
de exposição. (A fracção ondeeluiu a MT)- 
Tal como nas brânquias, a síntese de MT foi também induzida na glândula digestiva, 
em ambas as exposições. No entanto, neste tecido das amêi joas expostas a 85 pg l1 a 
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Ml1 anmentou linearmente, com nina velocidade de indução de 7,8 nmol g1 d 1 
(r-0,970; /*0,05), enquanto que, nas expostas a 50 pg l1 a MT anmentou 
exponencialmente (MrJ1 780 e 0,<)3t, r-0,971; /*0,05), atingindo uma concentração de 
1763 + 'á04 nmol g"1 no 25° dia de ensaio (Figura 4.11-B). 
A indução de MT na glândula digestiva, também |>ode ser observada através da 
resposta polarográfica dos compostos tiólicos da FBPM obtida ajxis a cromatografia 
em gel (Figura 4.13). A resposta polarográfica na fracção FBPM da glândula 
digestiva das amêijoas não contaminadas mostrou, á semelhança das brânqnias, que a 
maior quantidade de grupos -SH (758 pA g 1 correspondendo a 51% do total eluido) 
foi encontrada nas fracções 25-35, nas quais se encontram a MT. Os restantes grupos 
de -SH distribuiram-se pelas fracções de elevado peso molecular (31%) e pelas 
fracções de baixo peso molecular (18%) (Figura 4.13). 
Durante o período de exposição, tal como nas brânqnias, a quantidade de grupos 
tiólicos é superior na exposição a 50 pg I 1 relativamente a 25 pg l1 no mesmo dia de 
exposição (14°dia) (Figura 4.13-A), no entanto esse aumento não é significativo 
(/*(),05). Por outro lado, o aumento da quantidade de grupos tiólicos neste tecido pode 
ser observado ao longo do tempo de exposição para a mesma concentração (25 pg l1) 
(Figura 4.13-B), em que, a resfiosta máxima ocorreu no 40° dia de exposição a 25 pg 
l"1 (1072 pA g '), com teores de 1,5 vezes superior relativamente ao controlo. A 
concentração máxima de Cu também foi atingida nesse dia, no entanto, o aumento 
observado na resposta polarográfica foi inferior ao da concentração de Cu (Figuras 
4.6 e 4.13). 
Contrariamente ao observado nas bránquias, na glândula digestiva não foram 
detectadas diferenças na razão das absorváncias 270:280 nm nas fracções de 25 a 35. 
No entanto, o aumento da concentração de Cu (nas duas exposições e ao longo do 
tempo de exposição) e o acompanhamento da res|K>sta polarográfica (resíduos de - 
SH), parecem indicar que os teores de MT neste tecido foram induzidos pelos uiveis 
de Cõ acumulados. 
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Figura 4.13 - Perfis de eluição cromatogrãficos dos compostos tiólicos na fracçao FBPM da 
glândula digestiva das amêijoas; A) não contaminadas e contaminadas com 85 e 50 pg Cu 11 ao 
fim de 14 dias de exposição; B) não contaminadas e contaminadas com 85 pg Cu l1 após 14 e 40 
dias de exposição. (A fracção onde eluiu a MT). 
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A indução da síntese de MT na restante parte edivcl das amêijoas expostas a 25 e a 50 
pg l'1 de Cu (Figura 4.11-C), apresentou uma evolução idêntica à observada nas 
brânquias. No entanto, com velocidades de indução significativamente inleriores (4,7 
nmol g 1 d"1 (r-0,895) e 14,9 nmol g"1 d 1 (r 0,9()7), para a exposição de 25 e a 50 pg l1, 
respectivamente). 
Tal como nos tecidos anteriores, a indução da síntese de MT na restante parte edivel 
pode ser comprovada com os resultados dos perfis cromatográficos da fracção FBPM 
(Figura 4.14). 
A resposta polarográfica dos compostos tiólicos na fracção FBPM da restante parte 
edivel das amêijoas não contaminadas, mostrou que a maior quantidade de grupos - 
SH (219 pA g'1 correspondente a (50% do total eluido) se encontram, à semelhança dos 
outros tecidos, entre as fracções 25 e 35, com a resposta máxima centrada na fracção 
32. Os restantes grupos de -SH distribuem-se uniformemente pelas fracções de 
elevado e baixo peso molecular (- 20%). A resposta polarográfica nestas fracções foi 
cerca de 1,5 inferior comparativamente com as brânquias e cerca de 3,5 vezes inferior 
à da glândula digestiva (Figuras 4.12, 4.13 e 4.14). 
Durante o período de exposição, verificou-se um aumento da resposta polarográfica 
nas fracções 25-35, para as diferentes exposições no mesmo dia (l4Mia), tendo 
aumentado relativamente ao controlo cerca de 2 e 2,5 nas exposições a 25 e 50 pg I , 
respectivamente (Figura 4.14-A). O aumento da quantidade de grupos tiólicos 
também foi observado ao longo do teni|K> na exposição a 25 pg l1 (Figura 4.14-B), 
esse aumento acompanhou a concentração de Cu, sendo a resposta polarográfica 
máxima no dia 40 (610 pA g'1, correspondendo a um aumento de cerca de 3 vezes 
relativamente ao controlo) e centrada na fracção 32, tal como se verificara para o 
perfil cromatográfico do Cu no mesmo [jeriodo (Figuras 4.7 B). 
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Figura 4.14 - Perfis de eluição cromatográficos dos compostos tiólicos na fracção FH PM da 
restante parte edivel das amêijoas: A) não contaminadas e contaminadas com 85 e 50 pg Cu 1"' 
ao fim de 14 dias de exposição; B) não contaminadas e contaminadas com 85 pg Cu l"1 após 14 e 
40 dias de exposição. (A fracção onde eluiu a MT). 
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I)c unia forma geral, verificou-se que a resposta polarográfica na fracção FBPM nos 
três tecidos foi superior a 50% nas fracções correspondentes à MT. No entanto, a 
indução de MT apresenta um comportamento distinto nestes tecidos. As branqui as 
correspondem ao tecido em que esta proteína sofre um maior incremento 
relativamente aos teores de Cu acumulados, sendo a resposta da indução de MT 
dependente da concentração e do tempo de exposição. Por outro lado, na glândula 
digestiva, apesar de apresentar um maior teor em conteúdos tiólicos, o aumento destes 
compostos não foram dependentes das concentrações testadas, mas sim do tempo de 
exposição, contudo com um incremento inferior relativamente ao observado nos 
outros dois tecidos. Por último, na restante parte edivel a indução de MT apresenta 
um comportamento semelhante ao das brãnquias, embora o aumento não seja tão 
acentuado ao longo do tempo como o observado nesse tecido. 
4.3.3.2. Eliminação 
Durante o período de eliminação os teores de MT nas brãnquias das amêijoas pré- 
expostas a 25 pg I1 de Cu (Figura 4.11-A), decresceram exponencialmente (MT 824 
e-o,oi6t. /._Qjg48j y*0,05), atingindo uma concentração de 420 ± 142 nmol g"1 no último 
dia de depuração, o que corresponde a um decréscimo de 87%. O tempo de meia vida 
calculado para esta proteína neste tecido foi de 18 dias. 
A diminuição da resposta polarográfica verificada para os compostos tiólicos no 
perfil cromatográfico da fracção FBPM das brãnquias, no final do período de 
depuração (dia 1)0) (Figura 4.15-A) evidência que a quantidade de grupos tiólicos 
induzidos durante o período de exposição foram completamente degradados, sendo a 
resiKista |H)larográfica nas fracções 25-35 inferior à observada no inicio do ensaio. A 
diminuição verificada de grupos —SH também foi acompanhada pela eliminação da 
concentração de Cu nestas fracções (Figura 4.9-A e 4.15-A). 
Os teores de MT na glândula digestiva durante o período de eliminação (Figura 4.11- 
B) decresceram linearmente (4,4 nmol g1 d'1; r-0,811); /*0,05), atingindo uma 
concentração de 870 ± 43 nmol g"' ao fim de 50 dias de depuração, correspondente a 
um decréscimo de 75% dos teores induzidos. O tempo de meia vida calculado para esta 
proteína foi de 20 dias. 
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Figura 4.15 - Perfis de eluiçúo cromatc^ráficos dos compostos tiólicos na fracção IBPM das 
branqui as (A), glândula digestiva (B) e restante parte edivel (C) das amêijoas não contaminadas 
e contaminadas com 25 pg Chi Y1 ao fim de 40 dias e depuradas durante 50 dias. (A fracçao onde 
eluiu a MT). 
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A diminuição de grupos tiólicos no ixtíí! cromatográfico da fracção FBPM da 
glândula digestiva no final do período de depuração (figura 4.15-B) foi de nas 
fracções 25-35. O decréscimo da rcsjíosta polarográfica no final do periixlo de 
depuração, também foi acompanhado por uma diminuição da concentração de Cu, a 
qual decresceu ílífS) do total acumulado (Figuras 4.9-B c 4.15-B). 
Os teores de MT na restante parte <*livcl das amêijoas durante o período de 
eliminação (Figura 4.11-C) decresceram, tal como nas brânquias, exponencial mente 
(MT - 437 e"0007t; r-0,785; /*0,05), atingindo no último dia de depuração uma 
concentração de 336 ± 31 nmol g"1, correspondendo a um decréscimo de 82% dos teores 
de MT induzidos. O tempo de meia vida calculado para esta proteína na restante 
parto edivel (16 dias) foi inferior comparativamente com os outros tecidos. 
Á semelhança dos tecidos anteriores, o decréscimo de 86% de grupos tiólicos no final 
do período de depuração pode ser observado no perfil cromatográfico da fracção 
FBPM na restante parto edivel (Figura 4.15-C). 
De uma forma geral, durante o período de depuração de 50 dias, os compostos tiólicos 
induzidos durante a exposição ao Cu foram degradados nos três tecidos, apesar do Cu 
ter sido eliminado mais rapidamente. 
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4.3.4. Relação entre as concentrações de MT e de Cu nos tecidos de Ji 
docassãtus 
Na Figura 4.16 encontram-se as relações existentes entre a concentração de MT e de 
Cu (total e na fracção FBPM), durante os períodos de acumulação e de eliminação, 
nos três tecidos analisados. As relações lineares encontradas foram significativas em 
todos os tecidos, quer no total quer na fracção FBPM (/*0,05). 
Os declives das equações são significativamente superiores na fracção FBPM 
comparativamente com o total, em todos os tecidos e durante os dois j)eriodos 00,05), 
sendo os coeficientes angulares significativamente superiores nas hrânquias e na 
restante parte edivel, comparativamente com a glândula digestiva O0,05). Por outro 
lado, e contrariamente aos teores de Cd (Capitulo III — secção 3.3.3), os declives 
foram mais acentuados durante o período de eliminação comparativamente ao de 
acumulação, mostrando que a velocidade de degradação da MT à medida que os 
teores de Cu decrescem é superior à velocidade de indução desta proteína com o 
aumento da concentração de Cu. 
A ligação de Cu à MT ao longo do tempo de exposição e de depuração em ambas 
concentrações de Cu, j>ode ser traduzida pela razão molar de MTCu na fracção 
subcelular FBPM dos diferentes tecidos de li decussatas (Tabela 4.8). 
Tabela 4.8 - Razão molar MTCu na fracção FBPM em diferentes tecidos das amêijoas 
expostos durante 40 dias a 25 pg l"1 de Cu e depuradas durante 50 dias e expostas durante 25 
dias a 50 pg l'1 de Cu. 
Brãnquias Glândula digestiva Resto  
Dias 25Mgl1 50 pg'1 25 pg 11 50 pg I'1 25 pg f 50 pg F 
0 1:0,1 1:0,1 1:0,2 1:0,2 1:0,03 1:0,03 
7 1:0,1 1:0,4 1:0,1 1:0,3 1:0,1 1:0,3 
14 1:0,3 1:0,6 1:0,7 1:0,6 1:0,2 1:0,2 
21 1:0,4 1:0,6 1:0,6 1:0,8 1:0,2 1:0,2 
25 ou 30(a) 1:0,6 1:0,8 1:0,6 1:0,8 1:0,2 1:0,4 
40 1:0,4 1:1,6 1:0.3  
"50 1:0,1 1:0.3 1:0.2 
60 1:0,01 1:0,1 1:0,1 
75 1:0,01 1:0,01 1:0.1 
90 1:0,1 1:0,1 1:0,05  
(a) 25 dias na exposição a 50 pg Cu F e 30 dias na exposição a 25 pg Cu F 
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Figura 4.16 - Relação entre íus concentrações de MT e Cu nas brânquias (A), glândula 
digestiva (B) e restante parte edível (C), durante os períodos de acumulação (I) e de 
eliminação (II). Total (•) e fracção FBPM (o) 
151 
-APITUl - \\ 1 oxicidade. acumulaçao e eliminação de cobre nos tecidos da amêijoa 
ckciissiuut: Comportamento da metalonomna 
A razão molar MTiCu mostrou que a MT nos tecidos das amêijoas não contaminadas 
e nas expostas a 25 e a 50 pg Cu l1, não foi saturada pelo Cu. A razão de 1:12 
característica das ligações desta proteína relativamente ao Cu (Capitulo I - secção 
1.2.1.1) nunca não foi atingida (Tabela 4.8). 
Durante o tempo de exposição a razão molar MT;Cu apresentou uma tendência 
decrescente, em todos os tecidos e em ambas as exposições ao Cu, mostrando que este 
elemento ligou-se à MT. 
A razão molar MT:Cu foi mínima no 30" dia de exposição a 25 pg Cu l'1 e no 25" dia 
na exposição a 50 pg Cu I'1 nas brânquias e no último dia de exposição (40" dia e 25" 
dia) na glândula digestiva e na restante parte edível (Tabela 4.8), indicativo de um 
maior número de átomos ligados a esta proteína. Ao fim de 50 dias de depuração a 
razão molar MT:Cu aproximou-se da observada nas amêijoas não contaminadas, em 
todos os tecidos analisados (Tabela 4.8). 
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4.4. Discussão 
O Cu apesar de essencial aos moluscos, fazendo parte da estrutura de varias 
metaloenzimas (da Silva & Williams, 2001) e também encontrado na estrutura das 
MTs (Winge, 1991) é tóxico acima de concentrações não requeridas pelos organismos, 
como referido na introdução deste Capitulo. De facto, este elemento revelou-se 
bastante toxico para a amêijoa Ji decassatus, pois apesar do LC50 às ÍH) horas ser 715 
pg l1 (Figura 4.3), a concentração utilizada no ensaio com 50 pg Cu 11 foi letal ao 
fim de 25 dias de exposição. Estes resultados provavelmente relacionam-se cora a 
capacidade limitada desta espécie em responder a concentrações de Cu em excesso, 
apesar deste elemento ser essencial, e por isso os organismos desenvolverem 
mecanismos de armazenamento de forma a garantir a disponibilidade deste metal e 
ainda mecanismos de excreção de forma a prevenir o excesso da sua concentração 
(Blasco & Puppo, 1999). 
A presença de MT relacionada com os teores de Cu já tinha sido demonstrada na 
amêijoa li decassatus, quer em estudos de campo (HamzarChaffai et ai, 1999; 2000; 
Serafim & Bebianno, 2001; Bebianno & Serafim, 20011) quer em estudos laboratoriais 
(Romeo & Gnassiar Barelli, 1995; Géret et ai, 2002). No entanto, nunca foram 
identificadas as variações da concentração de MT ao longo do tempo em amêijoas 
desta espécie expostas a uma concentração subletal de Cu e posteriormente depuradas, 
de forma a perceber a acção desta proteína nos processos de acumulação e de 
eliminação deste metal Igualmente desconhece-se o papel destas proteínas em 
exposições agudas. Desta forma, e tal como no caso do Cd (Capitulo 111), e necessário 
conhecer a cinética de acumulação e depuração e a distribuição subcelular deste 
elemento, para se poder concluir sobre a afinidade deste metal para os diferentes 
ligandos. 
O trabalho experimental mostrou que o Cu foi acumulado em todos os tecidos e em 
ambas as ex|>osições (25 e 50 pg Cu 1,). No entanto, na contaminação com 25 pg l ' os 
teores deste elemento foram acumulados linearmente ao longo do tempo, mostrando 
que a excreção do Cu é mais lenta relativamente à sua assimilação. Este padrão de 
acumulação leva a um aumento continuo de Cu durante o tempo de exposição, devido 
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provavelmente á não saturação dos ligandos |>or parto deste metal (Figura 4.4). Na 
contaminação com 50 pg I1, apesar do Cu ter aumentado nos tecidos de Jí decassatns 
ao longo do tempo de exposição, a acumulação de Cu seguiu o modelo cinético de ls 
ordem, o qual reflecte inicialmente uma assimilação rápida de Cu em relação à sua 
eliminação e á medida que o tempo decorre a taxa de assimilação de Cu decresce, 
atingindo um equilíbrio (Figura 4.8 e Tabela 4.5). 
Apesar de todos os tecidos terem apresentado a mesma tendência de acumulação de 
Cu para cada uma das exposições, as taxas de assimilação e de eliminação variaram 
em cada um dos tecidos analisados. Na exposição a 25 pg Cu l1 a glândula digestiva 
correspondeu ao tecido que apresentou a maior taxa de acumulação (63 nmol g"1 d"1), 
seguido pelas brânquias (13 nmol g 1 d1) e por último a restante parte edivel (6 nmol 
g^d '). Na exposição a 50 pg Cu I1, as taxas de assimilação (Ka = 263 d"1) e de 
eliminação (Kj - 0,202 d '), são de uma forma geral superiores nas brânquias 
comparativamente com os outros tecidos, indicando que este tecido assimila e elimina 
mais rapidamente os teores de Cu podendo atingir mais rapidamente o equilíbrio 
(Figura 4.8 e Tabela 4.5). Por outro lado, verifica-se que o factor de bioconcentração 
é mais elevado na glândula digestiva (BCF - 3576), mostrando que apesar da taxa de 
assimilação (Ka - 0,230 d'1) não ser superior â observada nas brânquias, a taxa de 
depuração é muito inferior (Kd - 0,064 d'1), consequentemente o equilíbrio neste 
tecido é mais difícil de atingir, sendo necessário um maior tempo de exposição e uma 
concentração acumulada superior. A restante parte edivel comparativamente com os 
outros tecidos, mostrou ser o tecido com taxas de assimilação (Ka) e de eliminação 
(Kd) e o factor de bioconcentração mais baixos. Sobral & Widdows (1997) também 
calcularam um factor de bioconcentração de 3840 nesta espécie de amêijoas 
utilizando o total dos tecidos em organismos expostos a 10 pg Cu l1 durante 20 dias. 
Os resultados da acumulação de Cu nos diferentes tecidos de R decassatns são 
comparáveis com os obtidos para esta espécie e para este metal com outras 
concentrações, como por exemplo, 150 pg Cu l1 durante 7 dias (Roméo & Gnassia- 
Barelli, 1995) e 10 pg Cu l1 durante 20 dias (Sobral & Widdows, 1997) e com outras 
espécies de bivalves, como os mexilhões Perna Perna expostos a 50 pg Cu I'1 durante 
24 dias (Anandraj et ai, 2002) e P. ViridisexjKtsto â mesma concentração durante 30 
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dias (S/x; & Ijcc, 8000). Também no mexilhão de água doce IX polymorpha exposto a 
várias concentrações de Cu (4,5, 9, 21 e 50 pg Cu l1) durante 27 dias, os teores de Cu 
foram acumulados linearmente no longo do tempo (Mersch et a/., 1995). Estes 
resultados mostram que os níveis de Cu nos tecidos destes organismos dependem do 
tempo de exposição e da concentração presente no meio. No entanto, para 
concentrações mais baixas este elemento pode ser regulado, possivelmente através de 
mecanismos de homeostasia que incluem alterações na taxa de excreção (Greorge, 
1990; Giguère etal, 2003). 
A distribuição subcelular de Cu nas bránquias e na glândula digestiva mostrou que a 
maior quantidade deste elemento se encontra associado á fracção citosólica de baixo 
peso molecular (FBPM), enquanto que na restante parte edível a maior percentagem 
deste metal está na fracção insolúvel (FI). Nas amêijoas expostas a Cu, os teores deste 
metal aumentam linearmente instas fracções ao longo do tempo de exposição, sem 
terem atingido o equilíbrio (em ambas as exposições). No entanto, no final do período 
de exposição a distribuição subcelular de Cu altenirse cm todos os tecidos e em ambas 
as exposições (Tabela 4.3), verificando-se principalmente um aumento da 
jierccntagem deste metal na fracção FI nas duas exposições e na FE PM na exposição 
a 50 pg Cu l1. A variação da distribuição de Cu nas diferentes fracções subcelulares 
pode reflectir alterações na actividade funcional ou estrutural da célula (Yang et aJ., 
2000). Estas alterações foram mais significativas nos tecidos das amêijoas expostas à 
concentração mais elevada, era que o aumento de Cu na fracção FEPM poderá estar 
associado a componentes da célula onde exerce toxicidade e possivelmente levando à 
morte dos organismos. 
O aumento da concentração de Cu na fracção citosólica de baixo peso molecular 
(FBPM), sugere que esta fracção representa um papel fundamental na acumulação 
de Cu, provavelmente através da sua ligação às metalotioninas. Resultados 
semelhantes na distribuição subcelular de Cu foram obtidos mis bránquias e na 
glândula digestiva desta espécie exposta a 150 pg Cu 11 durante 7 dias, confirmando 
que o Cu se encontra principalmente associado à fracção citosólica (Roinéo & 
Gnassia-Barelli, 1995). 
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Alguns autores defendem a ideia da existência de dois grupos de MTs interactivos, 
um responsável pelas necessidades de Cu e Zn na célula e o outro responsável pela 
ligação a metais tóxicos, tais como o Cd (Wang et ai, 1999). Neste trabalho, apesar de 
se verificar um aumento na resposta polarográfica, indicativo de um aumento de 
compostos tiólicos e consequentemente de MT, não foi possível através das técnicas 
utilizadas distinguir as diferentes isoformas da MT. No entanto, os resultados 
obtidos demonstraram que o Cu se ligou a proteínas presentes na fracção citosólica 
dos diferentes tecidos de li decussatns. Estas proteínas são características das MTs de 
uma grande variedade de moluscos. O peso molecular aparente encontrado nas 
fracções subcelnlares onde eluiu a maior concentração de Cu por cromatografia de 
filtração em gel, assim como a resposta polarográfica encontrada mis mesmas 
fracções (10-14KDa), coincide com as MTs encontradas em organismos contaminados 
com Cd, quer nesta espécie de bivalve (Bebianno et ai, 2000; Siraes et al., 2003) quer 
em ontros moluscos, utilizando a mesma técnica analítica (Dnquesne et al, 1995; 
Serra et al., 1995; Bordin et al, 1997; Engel, 1999; Ponzano et al., 2001). 
A ligação de Cu á MT nesta espécie de amêijoa foi evidente nos três tecidos, apesar da 
glândula digestiva apresentar os niveis mais elevados desta proteína. Também nos 
mexilhões M. edulis c M. galloprovincialis a concentração de base de MT1 na 
glândula digestiva (a 8 mg g1 peso seco por polarografia) é superior 
comparativamente cora os outros tecidos o que parece reflectir o seu papel no 
metabolismo dos metais essenciais (Langston et al., 1998). 
O Cu associado á MT nos tecidos de li decussatns aumentou proporcionalmente á 
concentração presente no meio e ao tempo de exposição (Figuras 4.5, 4.6 e 4.7). No 
entanto, mis brânquias e na restante parte edível das amêijoas, no final do período de 
exposição á concentração mais elevada (50 pg l"1), apesar da concentração de Cu não 
ter decrescido, a concentração de MT diminuiu (Figuras 4.4 e 4.11). Este 
comportamento |)ode ser resultado, da excreção da MT e/on catabolismo da MT nos 
lisossomas, processos estes que podem ser mais rápidos que a indução da síntese de 
MT (Nordberg, 1998). Um efeito semelhante foi detectado no rim da carpa Çyprínus 
carpio (De Boeck et al, 2003) e no fígado de Bracbydanio rerio (Paris-Palacios et 
al, 2000), nos quais a quantidade de MT decresce ao fira de alguns dias de exposição 
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ao Cu. É possível que uma rápida acumulação de Cu, possa também causar inibição 
da síntese de MT, tal como apontado por Tóth et ai. (1996). 
A indução de MT nas brânquias da amêijoa R decussatos exposta a Cu foi também 
referida |>or fiéret et al. (2002). Estes autores observaram um aumento desta proteína 
nas brânquias ao fim de três dias de exposição a 25 pg Ino entanto o mesmo nao 
sucedeu quando a concentração de Cu foi mais baixa (0,5 c 2,5 pg 1'). Similarmente 
Roméo & Gnassia-Barelli (1995) referem uma indução de MT nas brânquias, apesar 
de não terem observado indução desta proteína na glândula digestiva desta espécie 
ex|>osta a 150 pg Cu 11 durante 7 dias. 
A indução de MT devido á exposição de Cu também foi detectada em vários tecidos 
(brânquias, glândula digestiva e manto) de outras espécies de moluscos, como por 
exemplo, o mexilhão M galloprovinciaRs em que a estimulação da síntese desta 
proteína ocorreu entre 2-5 dias de exposição a 15 e 80 pg Cu I1 (Viarengo et al., 
1981a) c a ostra G virginica ao fim de 7 dias de exposição a 20 e 40 pg Cu 11 (Conners 
& llingwood, 2000). 
Nos mexilhões de água doce A. grandis(ComWaxl et al., 1993) e P. AW/*(Wa.ng et 
al., 1999) a indução da biosintese da MT responde ao Cd, mas não ao Cu ou ao Zn. 
Também no mexilhão D. polymorpba exposto a 5 e 10 pg Cu 11 não se verificou 
qualquer alteração nos uiveis de MT e os organismos limitaram a sua bioacumulação 
(Lecoeur et al., 2004). No entanto, num estudo de campo no rio St Lawrenee 
(Canada) nesta espécie, os niveis de Cu correlacionaram-se significativamente com os 
de MT (Lafontaine et a!., 2000). 
A estimação da razão MT:Cu (Tabela 4.9) mostra que a capacidade desta proteína se 
ligar ao Cu não foi excedida em ambas as exposições e em todos os tecidos. Esta razão 
também indicou que o Cu foi sequestrado pela quantidade de metalotionina ja 
existente nos diferentes tecidos, uma vez que esta razão diminuiu a medida que o 
tempo de exposição aumentou. A ligação de Cu a esta proteína também pode ser 
comprovado pelas correlações positivas e significativas obtidas nos diferentes tecidos 
durante o período de acumulação (Figura 4.16). 
157 
(2Ap|Tulp ! oxlc'ciade' acumuiacão e eliminação de cobre nos tecidos da amèir 
 'àidiuipey liecu^sanis: Comportamento da metalotionin: 
Durante o período de depuração, o Cu foi consideravelmente eliminado («70%), 
especialmente nos primeiros dias de depuração (10 dias). O tempo de meia vida 
estimado para cada um dos tecidos das amêijoas pré-expostas a 25 pg I"1 foi de (5, 5 e 
12 dias para as bránquias, glândula digestiva e restante parte edivel. O tempo de meia 
vida de Co estimado nas diferentes fracções snbcelulares para cada um destes tecidos 
(Tabela 4.4) revelou que a fracção subcelular FBPM desempenha uma importante 
função na eliminação de Cu nas bránquias e na glândula digestiva, apresentando 
tempos de meia vida mais baixos comparativamente com o das outras fracções 
subcelalares (4 dias). 
Resultados semelhantes foram obtidos |)or Gnassia-Barelli et ai. (1995) nesta espécie 
exposta a 30 e a 150 pg Cu 1 1 e depuradas durante 8 dias, em que 50% do Cu foi 
eliminado ao fim de três dias de depuração. Também no mexilhão P. perna pré- 
exposto a 50 pg Cu 1 1 durante 24 dias, 95% do total de Cu foi eliminado nos primeiros 
8 dias de depuração (Anandraj et ai, 2002). Analogamente, na glândula digestiva do 
mexilhão M. galloprovinciaUs exposto durante 3 dias a 40 pg Cu l1, os teores de Cu 
foram eliminados durante um período de depuração de 12 dias. Essa eliminação 
ocorreu em algumas fracções snbcelulares, nomeadamente na nuclear, mitocrôndrial, 
microssomal e solúvel, tendo aumentado na fracção lisossomal e na fracção põs- 
lisossomal consistindo em corpos residuais, os quais correspondem provavelmente ao 
mecanismo de eliminação de Cu das células (Viarengo et ai, 1981b). 
Simultaneamente com a eliminação do Cu foi observada uma rápida diminuição de 
MT nos tecidos da amêijoa Ji decossatus, a qual foi confirmada jada relação positiva 
e significativa existente entre os teores desta proteína e a concentração de Cu na 
FBPM em todos os tecidos desta amêijoa, durante o período de depuração (Figura 
4.16), sendo a taxa de degradação da MT em função da diminuição da concentração 
de Cu (durante o período de depuração) superior á taxa de indução desta proteína em 
função do aumento da concentração de Cu (durante o período de acumulação). Deste 
modo, e contrariamente ao observado no caso do Cd (Capitulo III), a indução de MT 
para se ligar aos iões Cu livres corresponde a um processo mais lento do que ao de 
libertação deste metal da MT durante o j)eríodo de depuração, 
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A cinética de eliminação do Cu, a qual é mais rápida comparativamente com a do Cd 
(Capitulo 111), talvez possa ser explicada pelo modo da degradação das Mfs ligadas 
ao Cd ou ao Cu. A MT contendo Cu (Cu-MT) é transportada para vesículas e 
eliminada por exocitose (da Silva & Williams, 3001), talvez por isso o tempo de meia 
vida deste metal seja menor comparativamente com o dos outros metais. 
Similarmente, no mexilhão M. edulis loi detectada uma translerência do complexo 
Cu-MTs para os lisossomas em contraste com o que sucede com Cd-MTs, tendo sido 
estimado um tempo de meia vida de 10-13 dias para o Cu e de 4 meses para o Cd 
(Viarengo, 1985; 1989; Maroni, 1990). 
De uma forma geral, podemos concluir que a fracção subcelular l1 HPM, na qual se 
encontra a MT, apresenta a capacidade de incorporar mais de 50% do total de Cu 
acumulado, nas bránquias c na glândula digestiva, mostrando que este proteína 
desempenha um papel fundamental no armazenamento deste metal nestes dois 
tecidos. No entanto, os resultados obtidos neste capitulo mostram comportamentos 
distintos entre tecidos. A resposta da MT aos teores de Cu nas bránquias é mais 
notória, sendo o incremento dos níveis deste proteína, em função da concentração e 
do tempo de exposição, superiores relativamente aos outros tecidos. A glândula 
digestiva, apesar de apresentar os teores mais elevados de MT, a sua resposta não é 
tão evidente. Por último os teores de MT na restante parte edível apresentam «ira 
comportamento semelhante aos das bránquias, contudo com teores inferiores. Por 
outro lado, este proteína em todos os tecidos, apresente também uma 1 unção 
importante na eliminação do excesso de iões Cu. 
Apesar da resposta da MT relativamente aos teores de Cu apresentarem 
comportamentos distintos nos tecidos, os |)erfis cromatogrâficos obtidos em todos os 
tecidos revelaram que o Cu na fracção F13PM eluin nas mesmas fracções que a maior 
quantidade de compostos tiólicos (>50%), coincidente com as fracções de peso 
molecular semelhante ao da MT. Por este motivo a leitura <lirecta |H.r PD1 poderá 
ser utilizada na determinação dos teores de MT, apesar dos resultados finais poderem 
estar sobrestimados (30-40%), principalmente na glândula digestiva onde uma 
percentagem considerável elni nas fracções de elevado peso molecular. 
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5.L Introdução 
Entre os elementos de transição essenciais em funções de numerosas enzimas e 
proteínas, o zinco (Zn) é o mais frequente. Em microorganismos, plantas e animais, 
aproximadamente 300 enzimas foram identificadas como requerendo Zn para a sua 
função (Prasad, 1993). O Zn é essencial não só na actividade enzimática, mas 
também na síntese de ADN e proliferação celular (Vallée & Auld, 1990). Este 
elemento coordenado com resíduos de cisteína e histidina em certos peptideos 
apresenta afinidade para um único segmento de ADN na região promotora do gene 
(ex. "Zn-finger"). A ligação das proteínas "Zn-fingers" na área promotora aumenta a 
transcrição do ADN e consequentemente a síntese de proteínas resultante da 
sequência do AHNm (Berg, 1990). O Zn também apresenta uma função antioxidante, 
interactuando com os grupos SH de diferentes macro moléculas e assim evitando a sua 
oxidação (Prasad, 1993). No entanto, e como referido na introdução (secção 1.1.8.3), 
apesar do seu carácter essencial o Zn pode tornar-se tóxico acima dos níveis 
requeridos pelos organismos. 
Os invertebrados marinhos desenvolveram estratégias para sobreviverem na presença 
de níveis tóxicos de metais, a mais comum inclui a remoção dos metais da fracção 
solúvel da. célula através de diferentes processos, tais como: excreção (Mason & Nott, 
1980), regulação da sua concentração no interior dos tecidos, retenção no interior de 
grânulos mineralizados (George & Pirie, 1980; Mason & Nott, 1980; Nott & 
Nicolaidou, 1993) e ainda a ligação com metalotioninas (MTs) e/ou outras metalo- 
protcinas (Viarengo, 1989). 
A ligação do Zn á MT, tal como o Cu, prende-se com a função constitutiva destas 
proteínas, participando no controlo da disponibilidade intracelular de metais 
essenciais, para satisfazer os requisitos de componentes dependentes destes metais 
(metaloenzimas, pigmentos respiratórios, ácidos nucléicos e membranas). Desta 
forma, a MT é capaz de doar Zn a receptores moleculares apropriados 
(metaloenzimas e factores transcricionais) c assim regular as actividades 
dependentes deste metal, mediante interacções moleculares específicas, as quais são 
essenciais para o crescimento e desenvolvimento celular (Roesijadi, 1994b; Brzóska 
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& Monitiszko-Jakonink, 2001). MT-Z.i é particularmente eficiente em doar o Zn a 
apoproteinas de váriaa enzima» dependente» deste metal (ex. anidraae carbónica 
fosfatase alcalina) e assim restituindo a sua actividade (Ddom & Brady, 1980). O 
envolvimento da MT no metabolismo do Zn também se relaciona com as 
metaloenzimas envolvidas na transcrição dos ácidos nucléicos (componente 
catalítico de ADN - polimerasc) (Slater et M. 1971) e ainda participando na 
regulação de genes (devido á sua capacidade de retirar o Zn das proteínas Zn- 
finger") (Ohtako et ai., 1983; Mackay et ai, 1993). 
O carácter essencial do Zn implica a existência nos organismos de mecanismos 
homeostáticos que regulam a sua absorção, distribuição, assimilação celular e 
excreção (Vallce & Falchuk, 1993). De facto, este meta] essencial é parcialmente 
regulado pelos moluscos bivalves, sendo a concentração de Zn nos tecidos destes 
organismos independente da concentração e do tempo de exposição ao Zn (Phillips & 
Rainbovv, 1993; Brown & Depledge, 1998). A regulação parcial da concentração de 
Zn foi observada era mexilhões (Phillips & Bainbow, 1993; Rainbovr, 1995) 
particularmente no caso de M. gMopwrínomlisQ^W & Orlando, 1994), M edalis 
(Anliard et a/., 1987), Fern* víridis (Phillips, 1985; Chan. 1988; Phillips & 
Bainbow. 1993; Chong & Wang, 2001) e P. perna (Anandraj et a!.. 2002). Tal como 
em outros moluscos bivalves, os uiveis de Zn nos tecidos de R deoussatns parecem ser 
regulados (Cortesão et a/., 1986; Boraéo & Gnassia-Barelli, 1995; Serafim & 
Bebianno, 2001; Bobianno & Serafini, 2003 - Capítulos II e VII). 
No entanto, existem vários estudos que mostram que os uiveis de metais essenciais 
também podem dar uma boa indicação dos uiveis ambientais. O mexilhão M. 
gaJlopnyinoiaUs. evidenciou uma variação sazonal significativa da concentração de 
Zn, em diferentes tecidos de organismos recolhidos no mar Adriático (Serra et a!.. 
1999). Também no mexilhão de água doce Diplodon ehilemia existe uma relaçao 
directa entre os niveis de Zn acumulados nos tecidos e os uiveis deste metal presente 
no ambiente (Valdevinos et ai, 1998). 
A utilização da MT como marcador de exposição ao Zn permanece controversa nesta 
espécie de amêijoa, por um lado alguns estudos de campo revelam que a MT reflecte 
as concentrações ambientais de Zn (Hamza-Chaífai et a/.. 1999, ■2000) outros 
164 
Metalotionina como biomarcador de contaminacao metalica na amêijoa Riuiuapcs 
mostram que os uiveis de MT não estão relacionados com as concentrações 
ambientais de Zn (Serafim & Bebianno, 2001; Bebianno & Serafim, 2003 - Capítulos 
11 e VII). Estes resultados reflectem possivelmente diferentes exposições ambientais. 
Apesar dos estudos anteriormente realizados com esta espécie exposta a Zn uao terem 
demonstrado um envolvimento directo da MT, sabe-se que esta proteína desempenha 
um papel fundamental na homeostasia do Zn. No entanto, a ligação deste metal á MT 
ainda não foi demonstrada na R decusstns, desconhecendo-se a distribuição de Zn 
nos diferentes componentes da fracção proteica de baixo peso molecular, na qual se 
encontra esta proteína 
Desta forma neste capitulo estudou-se o papel da MT na acumulação e eliminação de 
Zn em diferentes tecidos de R decassatus, após uma exposição a Zn com duas 
concentrações diferentes (100 e 1000 pg l1) durante 40 dias seguido por um período 
de depuração de 50 dias. Os processos de acumulação e de eliminação de Zn, foram 
acompanhados pelo estudo da distribuição de Zn pelas diferentes fracções 
subcelulares e pelos diversos componentes da fracção proteica de baixo peso 
molecular, de forma a concluir sobre a afinidade deste elemento para os distintos 
comparti mentos celulares. 
Nos ensaios de acumulação foi utilizada uma concentração de Zn muito elevada e 
afastada das concentrações que podem ocorrer no meio natural (1000 pg 1 ), no 
entanto, esta exposição í>oderá evidenciar a resposta da MT em função da 
concentração deste metal. 
Os processos de acumulação e de eliminação foram seguidos em condições controladas 
na tentativa de responder às seguintes questões: 
(i) Qual a cinética de acumulação de Zn nos diferentes tecidos de R decassatus e de 
que forma pode ser influenciada jKir diferentes exposições? Como pode a indução de 
MT influenciar essa cinética? 
(ii) Qual a cinética de depuração deste metal nos diferentes tecidos após as duas 
exposições e o que acontece à MT induzida durante o processo de acumulação? 
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(iii) Será que os níveis de MT induzidos fK)r Zn na amêijoa R decassatns, podem ser 
determinados directamente por PDI (PoJarografia Diferencial com Impulsos), sem 
ser necessário recorrer a técnicas cromatográficas para separar os componentes da 
fracção citosólica, tal como acontece para, o Cd e para o Cu? 
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5.2. Material e míttodos 
5.2.1. Condições experimentais 
As amêijoas Ji decassatus (30-35 mm) utilizadas nos ensaios laboratoriais foram 
recolhidas na Ria Formosa, num local afastado de fontes antrópicas. Durante o 
período de recolha as amêijoas não se encontravam em fase de maturação. Os 
organismos foram transportados para laboratório, onde foram depurados durante 7 
dias. 
Decorrido o período de aclimatação, as amêijoas ioram expostas a concentrações sub- 
totais de zinco, durante 40 dias. Para tal, lotes de (M) indivíduos foram colocados em 9 
aquários, com um volume de 10 litros. Três aquários serviram de controlo 
experimental, três foram contaminados com 100 pg I1 de cloreto de zinco (ZnClg.HgO, 
Merck) e os outros três com uma concentração de 1000 pg l1. Após este período os 
exemplares foram colocados em água sem qualquer ti|K) de contaminação durante 
mais 50 dias. Os parâmetros fisico-quimicos medidos durante as experiências 
raantiveram-se inalterados (Capitulo III — secção 3.2.1). 
Retiraram-se aleatoriamente, sem reposição, amostras de seis indivíduos |K>r aquário, 
após 0, 7, 14, 21, 30 e 40 dias (período de acumulação) e nos dias 50, 60, 75 e 90 
(período de eliminação). 
Os organismos foram dissecados em bránquias, glândula digestiva e restante parte do 
corpo (manto, pé e músculos adutores). Amostras compostas de seis tecidos foram 
submetidas ao tratamento referido no Capitulo II (Figura 2.2 - secção 2.2) e em cada 
uma das fracções isoladas (homogeneizado total e diferentes fracções subcelulares. 
FI, FEPM e FBPM) dos respectivos tecidos, foi determinada a concentração de Zn 
(K)r EAA com chama ou câmara de grafite, após um pré-tratamento por via húmida 
(Capitulo 111 - secção 3.2.1). Os teores de metalotionina (MT) foram determinados na 
fracção citosólica tratada termicamente (FBPM), de acordo com o método descrito 
|K)r Bebianno & Langston (1989). 
Tal como nos ensaios efectuados com Cu (Capítulo IV), recorreu-se á cromatografia 
de filtração cm gel (CFG) em algumas amostras da fracção subcclular tratada 
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termicamente (FBPM), encontrando-se a metodologia utilizada descrita no Capítulo 
IV (secção 4.2.1.3). Fracções (2 ml) do eluato foram recolhidas em diferentes tubos e 
determinada: (i) a absorváncia a 280 e 220 um, (ii) os teores de Zn por EAA com 
câmara de grafite sem tratamento prévio e (iii) o conteúdo em compostos tiólicos (- 
SII) por polarografia diferencial com impulsos (PDT) (Figura 4.1 - Capitulo IV). 
A validação dos resultados da concentração de Zn foi determinada utilizando-se 
materiais de referência, nomeadamente tecido de ostra (MBS) (National Instituto of 
Standards & Technology) em que os valores certificados são 830 ± 57 pg g"1 
comparativamente com valores determinados no laboratório (867 ± 36 pg g'). 
As concentrações de MT e de Zn estão expressas em mnol g 1 de peso seco do tecido 
inicialmente homogeneizado, tendo sido utilizado para a MT uma massa molecular 
de 7328 Da (Simes et nL, 2003). 
5.2.2. Análise estatística 
A variabilidade das concentrações de Zn e de MT ao longo do tempo foi testada nos 
diferentes tecidos através da análise de variância (ANOVA) a três entradas, 
considerando como variáveis independentes o tempo, a concentração de Zn a que os 
organismos foram expostos e o tecido. Para discriminar as diferenças entre cada uma 
das variáveis foi utilizado o teste de Duncan (/*0,05). 
Foram também efectuadas análises de regressão, quer entre as concentrações de Zn e 
de MT com o tempo, quer entre as concentrações de MT e de Zn na água, para um 
nivel de significância de 0,05. 
168 
Meralotion.na como biomarcador de contaminacáo metálica na amêijoa Riutilapes Jccussaiut 
5.3. RESULTADOS 
5.3. L CONCENTRAÇÃO DE Zn NOS TECIDOS DE Ji docussatas 
A concentração (média ± a) de Zn (nmol g1) total e nas diferentes fracções 
snbcelnlares (FI, FEPM e FBPM) nas brânquias, glândula digestiva e restante parte 
«xlível das amêijoas não contaminadas e expostas a 100 e 1000 pg 11 de Zn ao fim de 
40 dias de exposição e de 50 dias de depuração (dia 90), encontra-se na Tabela 5.1. 
Tabela 5.1 - Concentração de Zn (nmol g1) (total e nas diferentes fracçÕ^ subcelulares) nas 
branquias, glândula digestiva e restante parte do corpo das amêijoas uao contaminadas e 
















Os vídores entre 
Controlo 
1714 ±179 
1270 ± 165 (60) 
450 ±87 (21) 
401 ±103(19) 
1836± 289 
1266 ± 286(46) 
783+ 114 (28) 
727±190(26) 
935 ±138 
592 ± 144 (47) 
452 ± 191 (35) 
223 ±43 (18) 
100 pg l"1 Zn 
Acumulação (40° dia) 
Eliminação (90° dia) 
2913 ± 236 2058 ±195 
1646 ± 163 (40) 1250 ±133 (51) 
1442 ± 130 (35) 918 ±92 (37) 
1024 ± 58 (25) 290 ±30 (12) 
3755 ± 375 2425 ± 351 
2770 ± 179 (37) 1139 ±115 (39) 
1924 ± 140 (32) 1021 ± 140 (35) 
1861 ± 106 (31) 785 ± 97 (27) 
1230 ± 129 1494 ±212 
1129± 119 (51) 1063 ± 187 (69) 
583 ±48 (27) 345 ± 39 (22) 
481 ±37 (221 140 ± 14 (9) 
1000 pg r1 Zn 
Acumulação (40° dia) 
Eliminação (90° dia) 
9956 ± 931 
6280 ± 621 (54) 
1879 ±108 (16) 
3496 ±203 (30) 
8136±1824 
5423 ±224 (51) 
2415 ±156 (23) 
2697 ± 544 (26) 
4150 ± 418 
2661 ± 308 (48) 
1261 ±97 (23) 
1628 ± 113 (29) 
5046 ± 822 
4093 ±745 (58) 
1066 ±148 (15) 
1887 ±171 (27) 
4248 ± 497 
1772 ±205 (40) 
1320 ± 104 (30) 
1355 ±248 (30) 
3007 ± 223 
2020 ± 185 (67) 
452 ± 112 (15) 
565 ±73 (19) /LtQXto uo; tu.-i-x- . .w ^ ^   ;—•—:—p-j 
parênteses correspondem à percentagem de Zn em cada uma das fracções subcelulares. 
A concentração de Zn total nos diferentes tecidos das amêijoas não contaminadas, 
a|)C8Jir de ter variado durante todo o ensaio laboratorial, principalmente na glândula 
digestiva, essa variação não foi significativa (>0,05). A concentração média de Zn na 
glândula digestiva e nas brânquias foram significativamente superiores à da restante 
parte edivel (>0,05). 
Os teores de Zn nas diferentes fracções snbcelnlares destes tecidos, em contraste com 
os outros metais anteriormente analisados (Capitulo III e IV), foram mais elevados 
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na fracção FI comparativamente com as outras duas fracções (FEPM e FBPM), 
apresentando nesta fracção uma percentagem de Zn superior a 45% em todos os 
tecidos. As concentrações de Zn determinadas nos diferentes tecidos das amêijoas não 
contaminadas e exjwstas a Zn, encontram-se em anexo (Tabelas A.7, A.8 e A.9 em 
Anexo). 
5.3.1.1. Acumulação do Zn 
Na Figura 5.J encontra-se a evolução da concentração Zn (total e nas diferentes 
fracções subcelu lares) nas brânquias das amêijoas expostas a 100 e 1000 pg Zn I1 
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Figura 5.1 — Concentração (mnol 
g'1) (média ± a) de Zn (total e 
fracções subcelulares) nas 
brânquias das amêijoas expostas a 
100 pg l1 (A,) e a 1000 pg l1 
(An), durante 40 dias e depuradas 
durante 50 dias. 
0 
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(■ Total; A FI; ♦ FEPM: 0 FBPM). 
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A concentração de Zn total nas brânqaias das amêijoas exjKistas a 100 |ig Zn 1"', 
aumentou significativamente nos primeiros 7 dias de ex|X)sição (/x0,05), atingindo 
uma concentração de 2809 ± 199 nmol g'1. Após este período, não foram observadas 
diferenças significativas na concentração deste metal até ao final do per iodo de 
exposição (2813 ± 89 nmol g ') (/»0,05). Contrariamente á concentração de Zn total, 
os teores de Zn nas fracções subcelulares variaram durante todo o período de 
exposição, mostrando existir remobilização de Zn entre as diferentes fracções (Figura 
5.1-A,). 
Nas brânquias das amêijoas expostas a 1000 pg l'1, a concentração total de Zn 
aumentou exponencialmente até ao final do período de exposição (Zn - 2218 e0,036t, 
r 0,983; /*0,05), atingindo uma concentração cinco vezes superior à concentração de 
Zn nas amêijoas não contaminadas. O mesmo padrão de acumulação foi observado 
nas fracções subcelulares: FI (Zn - 1710 e0-03a l, r- 0,987; /*0,05), FEPM (Zn - 966 
e00,4t, r-0,703; /*0,05) e FBPM (Zn - 712 e0<M8t, r-0,976; /x0,05), nas quais os teores 
de Zn aumentaram respectivamente, 4, 2 e 5 vezes comparativamente com a 
concentração inicial (Figura 5.1-An). No entanto e contrariamente aos outros dois 
metais (Cd e Cu - Capítulos III c IV), a maior quantidade de Zn encontra-se na 
fracção insol ú vel. 
Para comprovar se o Zn se liga à MT, apesar da maior quantidade de Zn se encontrar 
na fracção Fl, foi efectuado o perfil cromatográfico da fracção FBPM das brânquias 
das amêijoas não contaminadas e contaminadas com a concentração de Zn mais 
elevada (1000 pg l1) ao fim de 7 e 40 dias de exposição (Figura 5.2). 
A maior quantidade de Zn na fracção FBPM das brânquias das amêijoas não 
contaminadas (495 nmol g 1 equivalente a 59% do total de Zn) eluiu entre as fracções 
29 a 35, centrada na fracção 32, a qual tem um peso molecular de 10,2 KDa, 
correspondente ao peso molecular da MT (Tabela 4.1 do Capitulo IV - secção 4.2.1.3), 
confirmando que mesmo nas brânquias das amêijoas não contaminadas existe Zn 
ligado â MT, evidenciando a função constitutiva esta proteína neste tecido. Ao fim de 
7 dias de exposição, o Zn nestas fracções aumentou cerca de 1,7 vezes (838 nmol g"1), 
apresentando uma percentagem de Zn mais elevada (72%). No final do período de 
exposição (dia 40), a concentração de Zn nas fracções 29 a 35 continuou a aumentar 
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(1875 nmol g"1 correspondendo a um aumento de 4 vezes relativamente ao das 
amêijoas não contaminadas) e contendo uma percentagem de 79% do total do Zu 
eluido (Figura 5.2). Estes resultados mostrara que, quando as amêijoas são 
contaminadas com Zn existe uma percentagem significativa de Zn que se liga à MT, 
no citosol das brânquias. 
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Figura 5.2 - Perfis de eluição cromatográficos da concentração Zn na fracção FBPM das 
brânquias das amêijoas não contaminadas e das exposbis a 1000 pg 11 ao fim de 7 e 40 dias e 
depuradas durante 50 dias. (A fracção onde eluiu a MT). 
Os teores de Zn na glândula digestiva, durante o período de exposição, apresentaram 
um comportamento distinto do observado nas brânquias (Figuras õ.l e 5.3). N'a 
glândula digestiva das amêijoas exjjostas a 100 pg l1, a concentração de Zn total 
aumentou linearmente até ao 14° dia, com uma velocidade de acumulação de 116 
nmol g 1 d 1 (/• 0,998; /*0,05). Posteriormente, decresceu significativamente até ao 21° 
dia e continuou a aumentar linearmente mas com uma velocidade de cerca de metade 
(59 nmol g1 d1, r-0,998; /*0,05) da observada no período inicial (Figura 5.3-A O- A 
mesma tendência de variação foi encontrada nas diferentes fracções subcelulares 
(Figura 5.3-Ai). 
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Figura 5.3 - Concentração (nmol 
g"1) (média ± a) de Zn (total e 
fracções subcelulares) na glândula 
digestiva das amêijoas expostas a 
100 pg r1 (Al) e a 1000 pg 1" 
(An), durante 40 dias c depuradas 
durante 50 dias. 
/_ rr~.ni- \ m- « FFiPM: o FBPM). 
A glândula digestiva, das amêijoas expostas a 1000 pg l1 (Figura 6.3-An), acumulou 
Zn exponencialmente até ao W dia de ensaio (Zn-1817 e«', r-0.932; pOfiB) e após 
este período não houve variações significativas (8253 ± 167 nmol g1) 00.05). O 
mesmo comportamento foi observado na fraceão FI (ZU-13V6 e««, r-0,696; ptOfiS). 
que representa a fraceão cora teores de Zn mais elevados, enquanto que, nas fracções 
FEPM e FBPM os teores drete metal oscilaram durante todo o período de exposição. 
Devido ao aumento pouco significativo da concentração de Zn na fraceão subcelular 
FBPM, no final do período de exposição, não se otilizon a cromatografia para 
estudar a distribuição de Zn. 
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Na restante parto edivel das amêijoas expostas a 100 pg Zn l"1 (Figura 5.4-A,), tal 
como nas bráuquias, a concentração de Zn aumentou significativamente nos 
primeiros 7 dias de exposição e posteriormente não foram observadas diferenças 
significativas (1196 ± 50 nmol g ') (>0,05). ()s teores de Zn nas fracções FI e FEPM 
acompanharam a mesma evolução que no total do tecido, enquanto que na fracção 
FBPM a concentração aumentou exponencialmente durante o período de exposição 
(Zn-97 e 0•03,, r- 0,838; /*0,05). 
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Figura 5.4 - Concentração (nmol 
g"1) (média ± G) de Zn (total e 
fracções subcelalares) na restante 
parte edivel das amêijoas expostas 
a 100 pg I"' (Aj) e a 1000 pg f1 
(An), durante 40 dias e depuradas 
durante 50 dias. 
(■ Total; A Fl; ♦ FEPM; O FBPM). 
No mesmo tecido das amêijoas expostas a 1000 pg l ', a concentração de Zn aumentou, 
tal como nas bráuquias, exponencialmente durante todo o (KTÍodo de exposição 
(Zn-947 e004', r 0,975; /a0,05). O mesmo padrão foi observado nas fracções FI 
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(Zn-605 e0,04t, r-0,íK)4; /x0,05) o PBPM (Zn-249 eom, r-0,899; /x0,05), enquanto que, 
na fracção FEPM apenas aumentou significativamente nos primeiros 14 dias de 
exposição (>0,05) (Figura 5.4-An)- 
Tal como no caso das bráuquias comprovou-se a ligação de Zn à MT na fracção 
FBPM da restante parte edivel das amêijoas ao fim de 40 dias de exposição a 1000 jig 
l1, utilizando a cromatografia em gel (Figura 5.5). O perfil de eluição 
cromatográfico mostrou (pie na fracção FBPM da restante parte edivel das amêijoas 
não contaminadas, a maior quantidade de Zn eluiu nas mesmas fracções que nas 
brânquias (29 a 35), centrada na fracção 31 e com um peso molecular de 11,5 KDa, 
correspondendo a uma concentração de Zn de 156 nmol g 1 (58% do total de Zn 
eluido), comprovando também neste tecido das amêijoas não contaminadas a 
presença de Zn ligado á MT. No final do período de exposição (dia 40), a quantidade 
de Zn nestas fracções aumentou cerca de 4 vezes (663 nmol g 1 correspondendo a 83% 
do total de Zn), centrando-se o máximo da concentração de Zn na fracção 32 (10,2 
KDa) (Figura 5.5). 
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Figura 5.5 - Perfis de eluição cromatográficos da concentração Zn na fracção FBPM da 
restante parte edivel das amêijoas não contaminadas e das expostas a 1000 pg l'1 ao fim 40 dias 
e depuradas durante 50 dias. (A fracção onde eluiu a MT). 
De uma forma geral, estes resultados mostraram que na exposição a 100 pg I 1 de Zn, 
os três tecidos de H decussatas acumularam este metal nos primeiros dias de 
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exposição, conseguindo posteriormente regular os níveis da concentração de Zn 
acumulados. No entanto, apesar da concentração de Zn nos três tecidos (total e 
fracções subcelulares) ao fim de 40 dias de exposição, ter sido significativamente 
superior aos das amêijoas não contaminadas (>0,05), a distribuição subcelular de Zn 
não sofreu alterações relativamente ao controlo (FI > FE PM > FBPM) (Tabela 5.1). 
Por outro lado, nas amêijoas expostas a 1000 pg I1, todos os tecidos acumularam 
exponencialmente os teores de Zn. A concentração deste elemento nos três tecidos 
(total e nas fracções subcelu lares), no final do período de exposição loi 
significativamente superior aos das amêijoas não contaminadas e das expostas a 100 
pg l1 0*0,05), observando-se alteração da distribuição subcelular, em que, a 
percentagem de Zn na fracção subcelular FBPM foi mais elevada do que na V EPM 
(FI > FBPM > FEPM). O aumento da quantidade de Zn na fracção FBPM foi mais 
importante nas brânquias e na restante parte edivel, verificando-se que o aumento da 
concentração deste metal nessa fracção está associado a proteínas com peso molecular 
semelhante ao das MTs (Figuras 5.2 e 5.5). 
5.3.1.2. Eliminação de Zn 
Durante o período de depuração (40 - 90° dia), a concentração de Zn nas brânquias 
das amêijoas prê-expostas a 100 pg Zn l"1 diminuiu linearmente nos primeiros 35 
dias, com uma velocidade de eliminação de 31 nmol g 1 d 1 (r-0,001; 7*0,05). A partir 
desse dia a concentração de Zn não se alterou (1943 ± 163 nmol g 1), tendo no final do 
período de depuração este tecido conseguido eliminar todo o Zn acumulado (Figura 
5.1-Aj). O tempo de meia vida de Zn calculado neste tecido foi de 15 dias. Por outro 
lado, a concentração deste metal na fracção FI não variou significativamente durante 
o período de depuração (1371 ± 167 nmol g ') (7*0,05). Enquanto que, nas fracções 
FEPM c FBPM os Pores deste elemento decresceram exponencialmente (Zn-1414 
g-ooiot r . 0,918; 7*0,05 e Zn-1047 e 0'0261, r - 0,999; 7*0,05). No final do período de 
depuração, estas fracções eliminaram todo o Zn acumulado (Figura 5.1-Aj), tendo 
sido estimado um tempo de meia vida deste metal de 4 e de 6 dias, na I racção FEPM 
e FBPM, respectivamente. 
K> 
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Durante o mesmo período, a concentração de Zn total nas brânqui«is das amêijoas 
pré-expostas a 1000 pg l1 (Figura 5.1-An), diminuiu exponencialmente (Zn-7561 
e 001,t, r- 0,784; /*0,05). Este tecido conseguiu eliminar 63% do Zn total acumulado c 
foi estimado um tempo de meia vida de Zn de 21 dias. Nas fracções subcclulares os 
teores deste metal, também decresceram exponencialmente durante o período de 
depuração: FI (Zn-5284 e 00071, r-0,703; /xO.OÕ), FEPM (Zn-1689 e0014t, r-0,779; 
/*0,05) c FBPM (Zn-3848 e 0013t, r- 0,797; 7*0,05) (Figura 5.1-An). As fracções FI e 
FBPM conseguiram eliminar 47 e 59% do Zn acumulado, enquanto que a FEPM 
eliminou todo o Zn acumulado. O tempo de meia vida de Zn calculado em cada uma 
destas fracções foi de 44 dias na fracção Fl, 6 dias na FEPM e de <43 dias na IBPM. 
A eliminação de Zn na fracção FBPM das brânquias das amêijoas pré-expostas a 
1000 pg l"1, foi comprovada através do perfil cromatográfico da concentração deste 
metal (Figura 5.8). A quantidade de Zn existente ao fim de 50 dias de depuração, 
encontrada entre as fracções 89 a 35 (1044 nmol gcorrespondendo a uma 
percentagem 71% do total do Zn eluido), diminuiu aproximadamente 60% 
relativamente ao Zn acumulado no final do período de exposição (40° dia), sendo no 
final do período de depuração ainda cerca de 2 vezes superior ao das brânquias das 
amêijoas não contaminadas (Figura 5.8). 
A semelhança das brânquias, a glândula digestiva das amêijoas pr<Vexpostas a 100 pg 
l'1 (Figura 5.3-AO, eliminou os teores de Zn ate ao 35' dia de depuração, com uma 
velocidade de 50,4 nmol g1 d 1 (r 0,979; 7*0,05). Este tecido eliminou 88% do total de 
Zn acumulado, tendo sido calculado um tempo de meia vida deste metal de 15 dias. 
Os teores de Zn mis fracções subcclulares FI e FBPM também diminuíram 
linearmente, com velocidades de eliminação de 17,8 nmol g 1 d 1 (.r-0,979) e de 88,3 
nmol g 1 d 1 (r 0,954), respectivamente. Enquanto que na fracção FBPM os teores 
deste metal decresceram exponencialmente (Zn - 1633 e 00101, r-0,838; 7*0,05). No 
final deste período, a concentração de Zn acumulada nestas fracções foi totalmente 
eliminada. O tempo de meia vida de Zn calculado foi de 5, 3 c 8 dias, nas fracções Fl, 
FBPM e FBPM, respectivamente 
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A glândula digestiva das amêijoas pré-expostas 1000 pg 11 (Figura 5.3-An), 
apresentou um padrão de eliminação distinto ao das pré-expostas a 100 pg l"1. A 
concentração de Zn total decresceu exponencialmente (Zn - (>368 e'0'011t, r-0,757; 
/*0,05), tendo sido eliminado 66% do total de Zn acumulado. O temjx) de meia vida 
deste metal foi estimado em 10 dias. Tal como no total, os teores de Zn nas fracções 
subcelulares também decresceram exponencialmente: FI (Zn - 3796 e"0017 \ r-0,750; 
/*0,05), FE PM (Zn - 1929 e0011t, r-0,766; /*0,05) e FBPM (Zn = 2235 e0'0131. r.0,842; 
7*0,05), tendo estas fracções eliminado mais de 90% do Zn acumulado (Figura 5.3- 
An)- O tempo de meia vida de Zn estimado em cada uma destas fracções foi de 6, 4 e 6 
dias, respectivamente, sendo da mesma ordem de grande/a que os valores estimados 
para as brânquias para as fracções FEPM e FBPM. 
Contrariamente ao observado nos outros tecidos, a concentração de Zn (total e 
fracções subcelulares) na restante parte edivcl das amêijoas pré-expostas a 100 pg l'1 
(Figura 5.4-Aj), não variou significativamente (/>(),05), pelo que não foi possível 
determinar o tempo de meia vida de Zn neste tecido. Por outro lado, no mesmo tecido 
das amêijoas prê-expostas a 1000 pg 1"' apenas parte dos teores de Zn foram 
eliminados, embora a eliminação só se tenha iniciado a partir do 35° dia de 
depuração, tendo sido eliminado apenas 35% do Zn acumulado. Este comportamento 
foi semelhante na fracção subcelular FI, tendo também sido eliminado apenas 27% do 
Zn total acumulado. Nas fracções subcelulares FEPM e FBPM os teores decresceram 
exponencialmente (Zn - 909 e'0,0181, r-0,791; 7*0,05 e Zn - 1279 e 0018t, r- 0,889; /*0,05), 
sendo eliminado mais de 70% do Zn acumulado. O tempo de meia vida deste elemento 
nestas fracções foi de 15 e 20 dias, respectivamente (Figura 5.4-An). 
Para estudar o envolvimento da MT na ligação cora o Zn durante o processo da 
eliminação, fez-se também uma cromatografia em gel da fracção FBPM da restante 
parte edivel das amêijoas pré-expostas a 1000 pg l'1 no final do período de depuração 
(90° dia) (Figura 5.5). Tal como no final do período de acumulação (40° dia), a maior 
quantidade de Zn ao fira de 50 dias de depuração foi encontrada entre as fracções 29 
a 35 (351 nmol g 1, correspondendo a uma percentagem 77% do total do Zn eluido). A 
concentração de Zn nessas fracções diminuiu cerca de 62% relativamente ao Zn 
acumulado no final do período de exposição, sendo no final do período de depuração 
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ainda cerca de 2 vezes superior ao das amêijoas não contaminadas, o que revela que o 
Zn nesta fracção não foi todo eliminado (Figura 5.5). 
Durante o período de depuração, de uma forma geral, os tecidos conseguiram 
eliminar todo o Zn acumulado nas amêijoas pré-expostas a 100 pg Zn l"1, à excepção 
da restante parte edivel. Por outro lado, nos tecidos das amêijoas pré-expostas a 1000 
pg Zn l"1 só parte dos teores deste metal foram eliminados e essa eliminação foi mais 
significativa na glândula digestiva, seguida das branqui as e da restante parte edivel. 
Ao fim de 50 dias de depuração, tal como observado no final do período de exposição, 
a distribuição subcelular do Zn nos tecidos das amêijoas pré-expostas a 100 pg Zn l"1, 
foi semelhante ao das amêijoas não contaminadas. Enquanto que, a distribuição 
subcelular de Zn nos tecidos das amêijoas pré-expostas a 1000 pg I"1 foi semelhante à 
observada no final do período de exposição e distinta das amêijoas não contaminadas, 
observando-se uma percentagem mais elevada de Zn na FBPM relativamente ã 
fracção FEPM (FL»FBPM>FEPM) (Tabela 5.1), o que confirma o envolvimento da 
MT no processo de eliminação do Zn acumulado. 
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5.3.2. CONCENTRAÇÃO DE MT N06 TECIDOS DE R decassatus 
A concentração (ic MT nas brânquias, glândula digestiva e restante parte edível das 
amêijoas não contaminadas e expostas a 100 e 1000 pg 11 de Zn durante 40 dias 
seguidos de 50 dias de depuração, encontra-se na Figura 5.6. Os valores da 
concentração de MT obtidos durante os ensaios laboratoriais encontrara-se em anexo 
(Tabela A. 13 era Anexo). 
A concentração de MT (media ± a) nas brânquias, glândula digestiva e restante parte 
edivel das amêijoas não contaminadas (Figura 5.8) não variou significativamente 
durante o ensaio experimental (345 ± 63, 725 ± 84 e 280 ± 41 nraol g , 
respectivamente), apresentando a glândula digestiva teores desta proteina 
significativamente superiores (cerca de 2 vezes) aos deis brânquias e restante parte 
edivel (>0,05). 
5.3.2.1. Indução de MT 
Contrariamente âs brânquias das amêijoas não contaminadas, os teores de MT nas 
brânquias das amêijoas expostas a 100 e a 1000 pg 1 de Zn (Figura .).6-A) 
aumentaram linearmente durante os primeiros 21 dias de exposição, com uma 
velocidade de 12,1 nmol g 1 d"1 (r 0,971; /x0,05) e de 25,2 nmol g 1 d1 (^0,983; /a0,0õ), 
respectivamente. No entanto, no último dia de exposição, não foram observadas 
diferenças significativas entre os teores de MT nas brânquias das amêijoas expostas a 
100 pg l'1 e das não contaminadas (>0,05), enquanto que os teores de Ml nas 
brânquias das amêijoas expostas a 1000 pg Zn l"1 aumentaram significativamente 
(cerca de 2,5) relativamente aos teores nas brânquias das amêijoas não contaminadas 
(/a0,05), atingindo no último dia de exposição concentrações de 480 ± 80 nmol g 1 e de 
837 ± 97 nmol g1 nas brânquias expostas a 100 e a 1000 pg Zn \ \ respectivamente. 
Para comprovar a indução de MT nas brânquias das amêijoas expostas a 1000 pg 1 1 
foi utilizada a cromatografia em gel na fracção FBPM, e determinada a resposta 
polarográfica, em cada uma das fracções do perfil de eluição obtido, no inicio da 
exposição e após 7 e 40 dias (Figura 5.7). 
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Figura 5.6 - Concentração (média ± a) de MT nas brânquias (A), glândula digestiva (B) o 
restante parte edivel (C), das amêijoas não contaminadas c expostas a 100 pg l1 ca 1000 pg I 
durante 40 dias e depuradas durante 50 dias. (o controlo; □ 100 pg 1■ 1000 pg 1 '). 
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(Figura 5.6-C), mas nas expostas a 1000 pg I1 os teores de MT aumentaram 
linearmente durante os primeiros 14 dias, com uma velocidade de indução de 19 nmol 
g1 d"1 (r-0,980; /*0,05). A|)ós este período, os teores de MT não voltaram a variar (507 
± 58 nmol g ') (>0,05) (Figura 5.6-C). Ao fim de 40 dias de exposição, tal como nas 
branqui as, os teores de MT na restante parte edivel das amêijoas expostas a 1000 |ig 
l"1 foram significativamente superiores aos das amêijoas não contaminadas e das 
expostas a 100 pg l1 (cerca do dobro) (>0,05). 
A semelhança das bránquias, e uma vez que, os niveis de MT aumentaram 
significativamente na restante parte edivel foi efectuado o perfil de elnição 
cromatográfico dos com|)ostos tiólicos na fracção FBPM das amêijoas não 
contaminadas e expostas a 1000 pg l"1 ao fira de 40 dias (Figura 5.8). O perfil mostrou 
nas amêijoas não contaminadas, que a maior quantidade de gni|)os -SH (59 %) eluiu 
entre as fracções 25 e 35, centrada na fracção 28, a qual corresponde a ura peso 
molecular de 16,4 KDa (Figura 5.8). Nas contaminadas a quantidade de grupos -SH 
aumentou, com uma resposta máxima na fracção 33, correspondendo também ao 
valor máximo de concentração de Zn (Figura 5.5 e 5.8). Este aumento da resposta 
polarográfica foi, no entanto, inferior ao observado nas bránquias, tal como para o 
caso da concentração de MT determinada por PDI (Figura 5.6). 
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Figura 5.8 - Perfis de elnição cromatográficos dos compostos tiólicos na fracçao FBPM da 
restante parte edivel das amêijoas; não contaminadas, contaminadas com 1000 pg Zn 1 ao fim 
de 40 dias e depuradas durante 50 dias (▲ fracção onde eluiu a MT). 
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5.3.2.2. Eliminação 
Durante o periodo de depuração, a concentração de MT nas brânquias das amêijoas 
pré-expostas a 100 pg Zn l1 decresceu significativamente nos primeiros 10 dias, no 
entanto, não foram observadas diferenças significativas relativamente ás amêijoas 
não contaminadas (>0,05) (Figura 5.6-A). Nas brânquias das amêijoas pré-expostas 
a 1000 pg I'1, a concentração de MT decresceu exponencialmente (MT - 726 e'0,013 \ 
r-0,924; /a0,05), tendo no final do periodo de depuração decrescido 89% dos teores 
induzidos, apresentando esta proteína um tempo de meia vida de 19 dias (Figura 5.6- 
A). A diminuição dos teores de MT foi confirmada pelo perfil de eluição 
cromatográfico da fracção FBPM, em que existe um decréscimo de 88% de grupos 
tiólicos no final do periodo de depuração (dia 90), entre as fracções 27-37 (Figura 
5.7). Esta diminuição também foi acompanhada pela diminuição da concentração de 
Zn (Figura 5.2). 
Os teores de MT na glândula digestiva das amêijoas pré-expostas ao Zn não variaram 
significativamente durante o periodo de depuração (753 ± 99 e 861 ± 116 nmol g', 
para as amêijoas pré-expostas a 100 e a 1000 pg l1, respectivamente) (>0,05) (Figura 
5.6-B). 
Na restante parte edivel das amêijoas pré-expostas a 100 pg l1, os teores de MT 
também não variaram significativamente durante o periodo de depuração (368 ± 78 
nmol g1) (>0,05), enquanto que nas amêijoas expostas a 1000 pg l1, os teores desta 
proteína decresceram exponencialmente (MT - 463 e'0,008 ', r-0,761; /*0,05), tendo 
decrescido 72% do total dos teores induzidos no último dia de depuração (Figura 5.6- 
C). Á semelhança das brânquias, a diminuição de MT foi comprovada pelo perfil 
cromatográfico, que mostra um decréscimo de 68% dos grupos -SH na fracção FBPM 
da restante parte edivel, nas fracções 27-37 no dia 90 (Figura 5.8). Este decréscimo de 
MT e consequentemente dos grupos tiólicos foi acompanhado por uma diminuição da 
concentração de Zn (Figura 5.5 e 5.8), tal como observado nas brânquias. 
O tempo de meia vida da MT calculado na restante parte edivel (18 dias) foi 
semelhante ao determinado nas brânquias (19 dias). 
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5.3.3. Relação entre as concentrações de MT e de Zn nos tecidos de R 
decussatus 
Na Figura 5.9 encontram-se as relações existentes entre a concentração de MT e de 
Zn (total e na fracção FBPM), em cada um dos tecidos analisados durante os 
j)eriodos de exposição e de depuração. As relações lineares encontradas foram 
significativas em todos os tecidos (total e fracção FBPM) e em ambos os períodos 
00,05), mostrando que os teores de Ml1 aumentam com o aumento de Zn durante o 
período de exposição, e diminuem com o decréscimo dos teores deste metal durante o 
período de depuração. No entanto, e tal como observado com as concentrações de Cd 
(Capitulo 111 - secção 3.3.3) e Cu (Capítulo IV - secção 4.3.4), na fracção FBPM a 
taxa de aumento entre a concentração de MT e de Zn é significativamente superior 
comparativamente com o total, em todos os tecidos analisados (/a0,05). 
Por outro lado, as brânqnias foram o tecido que apresentaram a maior taxa de 
incremento entre a concentração de MT e de Zn (Figura 5.9), apesar de nao existirem 
diferenças significativas nos declives das equações entre os tecidos analisados 
(/A 0,05). 
Contrariamente ás concentrações de Cd (Capitulo IH - secção 3.3.3) e Cu (Capítulo IV 
- secção 4.3.4), os coeficientes angulares em todos os tecidos durante o período de 
acumulação não foram significativamente diferentes dos encontrados durante o 
período de depuração, mostrando que a taxa de indução de MT com o aumento dos 
níveis de Zn é semelhante á taxa de degradação desta proteína durante o período de 
eliminação (Figura 5.9). 
A ligação do Zn à MT também |>ode ser mostrada através da comparação da razão 
molar MT Zn ao longo do período de exposição e de depuração na fracção subcelular 
FBPM dos diferentes tecidos de JL decussatus (Tabela 5.2). 
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Figura 5.9 - Relação entre as concentrações de MT e Zn nas brânquias (A), glândula 
digestiva (B) e restante parte edivel (C), durante os períodos de acumulaçao (1) e de 
eliminação (IT). Total (•) e fracção FBPM (o). 
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Tabela 6.2 - Razão molar MT:Zn na fracção FBPM em diferentes tecidos das amêijoas 
exibis durante 40 dias a 100 e 1000 fig l1 de Zn e depuradas durante 50 dias. 
Brãnquias Glândula digestiva Resto 
1000 gg/l 100bg/l 1000 gg/l 
0 1 3 1:3 1:2 2 1:1 1:1 
7 1 2 1:2 1:3 3 1:0.2 1:2 
14 1 1 1:1 1:2 2 1:0.3 1:1 
21 1 1 1:2 1:2 3 1:1 1:1 
30 1 2 1:4 1:2 2 1:1 1:2 
40 1 2 1:4 1:2 3 1:1 1:3 
50 1 3 1:4 1:2 2 1:0.3 1:2 
60 1 2 1:3 1:1 2 1:0.4 1:2 
75 1 1 1:3 1:1 1 1:1 1:2 
90 1 1 1:3 1:1 2 1:1 1:2 
Atendendo á razão molar MT.Zn de 1:7 correspondente á saturação da MT (Otvos et 
a/., 1982), verificou-se que inicialmente esta proteina não está saturada com Zn. A 
medida que o tempo de exposição aumenta (0 — IO" dia), a razão MT Zn na fracção 
FBPM em todos os tecidos das amêijoas expostas a 100 pg l1 não sofreu alterações 
significativas. Contrariamente, nas brãnquias e na restante parte edivel das amêijoas 
expostas a 1000 pg 11 a razão MT Zn diminui, indicando que ao longo do tempo de 
exposição o Zn ligou-se a esta proteina Por outro bulo, durante o período de 
depuração (50 - 90° dia), de uma maneira geral, a razão MTZn na fracção FBPM 
apresenta uma tendência crescente, mostrando que o Zn é eliminado desta fracção 
(Tabela 5.2). 
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5.4. Discussão 
O principal objectivo deste Capitulo foi o estudo do envolvimento da metalotionina 
em diferentes tecidos da amêijoa li det-usssfus exposta a duas concentrações subletais 
de Zn. Como referido na introdução deste Capitulo (secção 5.1), a utilização da MT 
como biomarcador de metais essenciais permanece controversa na amêijoa li 
decussatns, por um lado alguns estudos de camjx) revelam que a MT reflecte as 
concentrações ambientais de Zn (Haraza-Cbaffai et ai, 1990, ^(KK)), enquanto outros 
mostrara que a variação dos níveis de MT não estão relacionados com as 
concentrações ambientais de Zn (Serafim & Bebianno, 2001; Bebianno & Serafim, 
2003). Consequentemente, estudos laboratoriais nesta espécie, que permitam o 
conhecimento do papel da MT na cinética de acumulação e de eliminação de Zn, nos 
diferentes tecidos da amêijoa Ji decussatns são fundamentais, pois apesar da 
presença de MT na amêijoa li decussatns ter sido demonstrada (Bebianno et ai, 
1993, 1994, 2000; Bebianno & Serafim, 1998, Roméo & Gnassia-Barelli, 1995; 
Hamza-Chaffai et al, 1999, 2000; Géret & Bebianno, 2004) nunca foi estudada a 
relação entre as concentrações de MT e de Zn ao longo do tempo de exposição e 
consequentemente a capacidade deste metal na indução de MT e o modo como esta 
proteína participa na eliminação deste metal. 
O presente estudo mostrou que, de uma forma geral, a indução de MT na presença de 
excesso de Zn depende dos tecidos de Ji decussattis, da concentração e do tempo de 
exposição. De facto, só se observou indução desta proteína nas brânquias e na restante 
parte edível das amêijoas expostas a 1000 pg Zn f1, apesar de na exposição a 100 pg 
Zn i' se ter observado um aumento significativo nos teores desta proteína nos 
primeiros dias de exposição (Figuras 5.6). 
Gêret & Bebianno (2004) também observaram um aumento nos uiveis de MT nas 
brânquias destas as amêijoas expostas a 100 pg l"1 ao fim de 3 dias e a 1000 pg 11 ao 
fim de 1 dia de exposição, enquanto que na glândula digestiva não existe alteração 
dos teores desta proteína 
A variação nos uiveis de MT está neste caso, relacionada com o padrão de 
acumulação de Zn, nos diferentes tecidos de Ji decussatns. A acumulação de Zn 
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apresenta um comportamento distinto em cada uma das concentrações (100 e 1000 pg 
1"'). Na exposição a 100 pg Zn l1 os três tecidos regulam parcialmente os níveis de Zn, 
verificando-se no caso das brânqnias e da restante parte edivel, um aumento nos 
teores deste metal no inicio do período de exposição, mantendo-se posteriormente 
constantes, enquanto no caso da glândula digestiva este padrão é distinto, em que os 
teores de Zn apresentam oscilações. Por outro lado, na exposição com 1000 pg Zn l1 
todos os tecidos acumulam exponencialmente este metal 
Resultados semelhantes foram obtidos nas brânqnias do mexilhão M. edulis, em que 
as concentrações de Zn foram efectivamente reguladas para concentrações mais 
baixas de Zn (10 e 50 jJg Zn l1) ocorrendo somente uma pequena bioacumulação a 
850 |Jg Zn l'1, onde foi observado uma resposta na indução de MT, tendo aumentado 
em cerca de 5 vezes comparativamente com os uiveis de base (Boesijadi et al, 1988). 
Também na amêijoa li decassatas, um estudo de transplante mostrou que as 
brânqnias desta espécie acumulam Zn quando exposta a uma concentração ambiental 
de aproximadamente 100 pg Zn 1-1 durante 88 dias, no entanto a taxa de acumulação 
diminuiu ao longo do tempo, parecendo indicar a capacidade de regulação dos uiveis 
deste metal (Castro et a!., 1090). O mesmo comportamento foi observado no mexilhão 
P. perna exposto a 50 pg Zn l1 durante 84 dias, em que se ol>servou um aumento na 
concentração deste metal para cerca do dobro ao fim de 4 dias, mantendo-se depois 
inalterado ate ao final do ensaio (Anandraj et al, 8008). 
A regulação de metais ocorre quando a taxa de assimilação é compensada pela taxa 
de eliminação do metal, desta forma a regulação dos metais pelos moluscos |)ode ser 
conhecida de forma indirecta, quando a quantidade de metal nos tecidos destes 
organismos não varia relativamente à concentração no ambiente. Existem duas 
possibilidades dos organismos tolerarem o excesso do influxo do metal: (1) 
eliminação imediata do metal e/ou (8) armazenamento do metal em excesso em 
formas metabolicamente inerte, sendo esse armazenamento reversível - podendo 
ocorrer mobilização deste metal como resposta a requerimentos metabólicos 
(Langston et ai, 1908). 
Na exposição a 100 pg Zn I ', o Zn nos três tecidos das amêijoas encontra-se tal como 
nas amêijoas não contaminadas, principalmente associado â fracção insolúvel, ou 
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seja associado a grânulos e a concreções de minerais. A ligação de Zn á fracção FI 
também foi encontrada nesta espécie em estudos de campo (Bebianno & Serafim, 
2003; Haraza-Chaffai et ai, 1999, 2000; Serafim & Bebianno, 2001) e de laboratório 
(Roméo & Gnassia-Barelli, 1995). Estes processos ocorrem frequentemente nos 
moluscos (Viarengo & Nott, 1993; George & Olsson, 1994; Roesijadi, 1994a; Mason & 
Jenkins, 1995). No entanto, nesta exposição e apesar de não se ter verificado alteração 
na distribuição subcclular deste metal, existe um aumento considerável de Zn 
associado às proteínas da fracção citosolica (FEPM e FBPM), mostrando que esta 
fracção apresenta ligandos disponíveis para se ligarem ao excesso de iões Zn livres. 
Desta forma, os resultados sugerem que para esta exposição, os tecidos destes 
organismos apresentam a capacidade de redistribuir o Zn pelas diferentes fracções 
subcelulares e regular os níveis deste metal. 
A regulação dos uiveis de Zn é também indicada em algumas espécies de bivalves, 
incluindo o M. ednJis (Amiard-Triquet et ai., 1989; Phillips & Rainbow, 1988) e P. 
vi ri d is (Chan, 1988). Contudo, os resultados obtidos neste estudo mostram que a 
regulação do Zn na amêijoa li decussatns pode ser parcial, em que a bioacumnlação 
pode estar relacionada com a exposição deste metal, particularmente em 
concentrações mais elevadas, como a 1000 pg Zn 1''. 
Gs diferentes tecidos das amêijoas expostas a 1000 pg l'1, mostraram que apesar da 
maior quantidade de Zn se encontrar associado à fracção insolúvel, existe uma 
quantidade considerável de Zn associado á fracção citosolica, mais propriamente à 
fracção citosolica de baixo peso molecular (FBPM) (- 30%), na qual se encontram as 
MTs. Ue facto, na exposição mais elevada (1000 pg 1'), existiu uma alteração da 
distribuição subcclular, em que a fracção FBPM passou a apresentar uma 
percentagem de Zn maior comparativamente com a fracção FEPM 
(FI>FBPM)FEPM), mostrando que nesta exposição a fracção FBPM apresenta um 
papel fundamental na incorporação do excesso de iões Zn. 
Estes resultados foram confirmados |>or cromatografia de filtração em gel, a qual 
mostrou que, o Zn se encontra ligado a proteínas da fracção FBPM das brânquias e 
da restante parte edivel, cujo peso molecular aparente varia entre 10 e 14 Kl)a e 
apresentam as mesmas características das MTs detectadas nesta espécie quando 
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contaminada com Cd (Bebianno et íU., 1993; Si mes et ai, 2003; ver Capítulo I - 
secção 1.2.1) c noutros moluscos (Duquesne et ai, 1995; Serra et al., 1995, Bordin et 
ai, 1997; Engel, 1999; Ponzano et al, 2001). Nestas fracções encontrarse a maior 
quantidade de Zn, a maior resposta polarográfica e á absorvância a 220 nm 
(correspondente á ligação S-Zn). A ligação de Zn a esta proteína também se verifica 
nas relações |K)sitivas e significativas entre as concentrações de Zn e de MT, durante 
o período de exposição nos diferentes tecidos (Figura 5.13 - Aj, Bj e Cj). 
A ligação de Zn às MTs foi também detectada noutras esjíécies de amêijoas 
Prototbaca staminea (Boesijadi, 1980) e M. baltbica (Johansson et al, 1986), 
consistente com a função constitutiva e de desintoxicação destas proteínas. De acordo 
com o modelo funcional para a MT, as exigências de Zn são sustentáveis pelo 
complexo MT-Zn. Se existir um aumento de Zn e a capacidade da proteína de se ligar 
a este metal for limitada então o Zn na forma livre estimula a produção de 
MTmRNA e consequentemente a formação da proteína (MT) (ver Capitulo I - secção 
1.2.3). Subsequentemente o destino desta proteína depende da necessidade de Zn. 
Assim, o complexo metal-proteína degrada-se e o Zn é libertado ou eliminado se não 
for necessário. No entanto, se o ião Zn existir em excesso este pode promover a 
indução de mais MT (Langston et al., 1998). 
Na glândula digestiva das amêijoas expostas a 1000 pg l1, apesar do grande influxo 
de Zn, o aumento da concentração de MT foi pouco significativo (Figuras 5.3 An e 
5.6 B). Este resultado talvez possa mostrar (pie, o Zn acumulado se ligue a esta 
proteína pré-existente neste tecido. 
No mexilhão M. edulis e na ostra C. gigas expostos a 1000 pg l1 de Zn durante 21 
dias, também foi observado um aumento significativo na concentração de MT nas 
brãnquias. Contrariamente na glândula digestiva e apesar dos teores de MT serem 
mais elevados do que nas brãnquias, não foram observadas alterações diferenças 
significativas nos teores desta proteína (Géret et al, 2002). Por outro lado, no 
mexilhão M. galloprovincialis o Zn não provoca a indução desta proteína, podendo 
ser sequestrado pela MT pré-existente (Boesijadi et al, 1988; Raspor & Pavicic, 
1991). Analogamente, no mexilhão de água doce Anadonta grandis a indução da M I 
é provocada pelo Cd, mas não pelo Cu ou pelo Zn (Couillard et al, 1993). 
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Durante o período de eliminação foram observadas importantes diferenças entre a 
cinética de eliminação de Zn, e a dos outros dois metais (Cd e Cu) nesta espécie 
(Capítulos Hl e IV)- Enquanto, que a concentração de Cd dificilmente e eliminada 
nos tecidos de R decussatus, o Zn é mais rapidamente eliminado, no entanto com 
uma velocidade inferior ã observada para o outro metal essencial (Cu) (Capítulo IV). 
Estes resultados mostram que os metais essenciais são mais rapidamente eliminados 
que os metais não-essenciais. Durante este período, os tecidos desta espécie 
conseguiram eliminar todo o Zn acumulado nas amêijoas pré-existas a 100 pg l1, à 
excepção da restante parte edivel, enquanto (pie nas pré-expostas a 1000 pg 11 só parte 
dos teores deste metal foi eliminado, mostrando que, para menores níveis de 
exposição a diferença entre a velocidade de acumulação e de eliminação é menor. 
Também no mexilhão P. perna exposto a 50 pg Zn l1 durante 24 dias e 
posteriormente depurados durante o mesmo período de tempo, a concentração de Zn 
foi rapidamente regulada mesmo durante o jieriodo de exposição não tendo variado 
durante o perÚMlo de depuração (Anadraj et ai, 2002). 
O tempo de meia vida de Zn estimado nas brânquias e na glândula digestiva das 
amêijoas prè-expostas a 100 pg l1 foi de 15 dias, enquanto que nas pri-expostos a 
1000 pg l'1 foi de 21 e de 19 dias, respectivamente. Na ostra ('. gigas, Okazaki & 
Panietz (1981) e Geffard et nl. (2002b) determinaram tempos de meia de Zn 
significativamente superiores aos encontrados neste espécie, sendo superior nas 
brânquias comparativamente com a glândula digestiva (57 dias nas brânquias e de 25 
dias na glândula digestiva no estudo in sita efectuado por Okazaki & Panietz (1981) 
c 376 e 167 dias nas brânquias e glândula digestiva, respectivamente, num estudo 
semelhante efectuado por Geffard et ai. (2002b)). Este diferença pode dever-se â 
baixa concentração inicial de Zn nestes tecidos das ostras originárias do estuário de 
Gironde (Geffard et ai, 2002b), mostrando que a depuração de Zn é influenciada 
pela contaminação prévia dos organismos, como apontado Wallner-Kersanach et ai. 
(2000). 
O tempo de meia vida de Zn estimado nas diferentes fracções subcelulares para cada 
um destes tecidos revelou que a fracção citosólica desempenha uma importante 
função na eliminação de Zn, principalmente a fracção FEPM, na qual se observa um 
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tempo de meia vida menor (2-15 dias) comparativamente cora as outras fracções 
subcelulares. Na FBPM os teores deste elemento também decresceram rapidamente 
com tempos de meia vida que variaram entre 3 a 20 dias. Resultados semelhantes 
foram obtidos por Geffard et ai. (2002b) na ostra Cl gigas, em que verificaram que a 
eliminação de Zn é mais rápida na fracção citosólica comparativamente com a 
fracção insolúvel. Este facto jKKle estar relacionado com a fossilização deste metal em 
inclusões da membrana no meio intracelular, tal como demonstrado na ostra O. 
edulis (George et ai, 1978). Também na amêijoa asiática C. flnminea pré-exposta in 
sita a Zn no rio Lot (França) a eliminação deste metal esteve essencialmente 
relacionada com proteínas da fracção citosólica (Bandrimont et ai, 2003). 
Simultaneamente com a eliminação de Zn, ocorre uma rápida degradação de MT nos 
tecidos da amêijoa li decussatas, confirmada pela relação positiva e significativa 
entre os teores desta proteína c a concentração de Zn total e na FBPM, durante o 
período de depuração (Figura 5.13 An, Bn e Cu). O tempo de meia vida de MT (19 
dias nas brânquias e 18 dias na restante parte edivel) ê ligeiramente mais rápido do 
que o tempo de meia vida do Zn. Similarmente no M edulis a degradação da MT (25 
dias) foi mais rápida do (pie o tempo de meia vida de Zn ((K) dias) (Viarengo et ai, 
1989). Os tempos de meia vida curtos para esta proteína associada ao Zn podem ser 
explicados em parte pela rápida degradação destas proteínas complexadas com este 
metal (Bandrimont et ai, 2003). 
A redistribuição de Zn por parte dos organismos, corresponde á degradação do 
complexo MT-Zn e a uma eliminação de proteínas de elevado peso molecular. A 
diferença na cinética de eliminação, entre este metal e o Cd pode ser explicada em 
parte pela rápida degradação de proteínas complexadas com o Zn, que para além das 
MTs, jiodem ser pequenos peptideos, glutationa, aminoácidos e proteínas de elevado 
peso molecular, como apontado [K)r Bandrimont et ai (2003). De facto, o Zn ligarse á 
MT com maior afinidade do que a outras proteínas, no entanto, para a MT servir 
como fonte de distribuição de Zn são necessários mecanismos que possam regular a 
ligação deste metal. Foi demonstrado que a interacção da MT com a glutiona oxidada 
(GSSG) ou outros bisnlfnritos libertam o Zn, e que a combinação da glutationa 
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reduzida (GSH) com a GSSG aumenta a transferência de Zn da MT para apoenzimas 
(Maret & Vallée, 1998). 
Estudos efectuados anteriormente com li decussatas exposta ás mesmas 
concentrações de Zn (100 e 1000 pg Zn I1), mostraram que nas brânquias e na 
glândula digestiva desta espécie, este metal também afectou a actividade de algumas 
enzimas antioxidantes, tais como a catai ase e a glutationa peroxidase (Géret & 
Bebianno, 2004). Os autores sugerem que o aumento de actividade das enzimas 
antioxidantes nos tecidos desta espécie está relacionado com uma tentativa de delesa 
relativamente às espécies reactivas de oxigénio produzidas pelo Zn, embora este metal 
não participe em reacções redox. No entanto, nas brânquias das amêijoas expostas a 
1000 pg Zn I1, apesar da activação de algumas enzimas antioxidantes em resposta ao 
stress oxidativo induzido por este metal de transição, esta resposta não foi suficiente 
para conferir tolerância â acumulação de Zn, uma vez que os niveis de peroxidaçâo 
lipidica aumentaram significativamente ajíós a exposição (Géret & Bebianno, 8004). 
A combinação dos resultados obtidos no estudo efectuado j)or Géret & Bebianno 
(8004) com os encontrados neste estudo, parecem mostrar que o Zn pode afectar de 
forma mais evidente a actividade de algumas enzimas antioxidantes, do que os uiveis 
de MT, no entanto e á semelhança do Capitulo IV, os perfis cromatográficos obtidos 
nas brânquias e na restante parte edível das amêijoas expostas a 1000 pg Zn 1 
revelaram que o Zn na fracção FBPM eluiu nas mesmas fracções que a maior 
quantidade de compostos tiólicos (>50%), coincidente com as fracções de peso 
molecular semelhante ao da MT. Por este motivo, e tal como para a resposta da MT 
relativamente aos teores de Cu, a análise directa ]>or PDl i>oderá ser utilizada na 
determinação dos teores de MT, apesar dos resultados finais poderem estar 
sobrestimados entre 30-40%, uma vez que existe uma parte considerável de grupos 
tiólicos que eluom noutras fracções. 
De uma forma geral, podemos concluir que a MT, participa na homeostasia do Zn 
nos tecidos das amêijoas R decussatas exposta á concentração mais baixa, enquanto 
que na exposição mais elevada esta proteína desempenha além disso, um papel 
fundamental na desintoxicação do excesso de iões Zn. No entanto, os resultados deste 
capítulo mostram que o comportamento da MT além de ser dependente da 
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concentração de exposição, está também relacionado com a função dos diferentes 
tecidos, tal como obsenado para o Cu (Capitulo IV). A MT é induzida em resposta á 
exposição a Zn nas branqui as, sendo essa indução superior á dos outros tecidos e 
função da concentração e do tempo de exposição. Na glândula digestiva a MT, apesar 
de apresentar os teores mais elevados, não é induzida. Por último, a MT na restante 
parte edivel apresenta um comportamento semelhante ao das brânquias, mas o nível 
de indução é inferior. Por outro lado, esta proteína também participa de forma activa 
na eliminação deste metal, através da sua rápida, degradação. 
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Capítulo VI 
Cinética de acumulação de cádmio, cobre e zinco 
nos tecidos da amêijoa Ruditapes decussatus 
APÓS EXPOSIÇÃO A UMA MISTURA METÁLICA: 
O PAPEL DA METALOTIONINA 
6.1. Introdução 
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6.1. INTRODUÇÃO 
Para rnelhor compreender o efeito dos metais, nomeadamente ("<1, Cu e Zn, na 
resposta da MT em organismos aquáticos é importante considerar que, no ambiente 
natural estes organismos estão expostos não a uma exposição individual de cada um 
destes melais, mas sim a uma mistura destes ao mesmo tempo ou em tempos 
relativamente próximos (Kraak et aã., 199:3). De facto, em ambientes aquáticos 
sujeitos a fontes de contaminação, como actividades industriais e escorrências 
agrícolas, é frequente encontrar uma mistura de metais no ambiente, como no caso do 
Cd e Zn e mesmo do Cu, jk)ís geralmente estes elementos encontram-se associados 
(Dethloff et iã., 1999; Lange et ai., 2002). 
Da exposição a uma mistura metálica podem resultar interacções toxicológicas, as 
(juais podem produzir uma resposta biológica quantitativa ou qualitativa diferente 
da resultante da acção de cada um dos melais separadamente. As interacções entre 
estes metais podem ocorrer a diferentes níveis, ex. absorção, ligação a proteínas, 
biotransformação e excreção destes elementos. Estas respostas resultantes da 
exposição simultânea a vários elementos metálicos, tal como referido no Capitulo I 
(secção 1.1.3.2) podem corresponder a um efeito aditivo, sinergético ou antagónico 
(líand, 1995). 
O efeito de uma mistura metálica nos organismos depende do tipo, quantidade e da 
concentração destes. Klialil et al (1996), sugerem que uma mistura metálica com 
poucos melais e em concentrações elevadas podem ter eleitos antagónicos ou 
sinergéticos, enquanto que uma mistura metálica com muitos metais e era 
concentrações baixas dominam os efeitos aditivos. No entanto, Hagopian-Schlekat et 
lã. (2001) consideram que os efeitos das misturas metálicas são difíceis de generalizar 
e tendem a ser específicos do grupo taxinómico. 
Em larvas de mexilhão M. gallopronvincialisa exposição de Cd e Zn apresentam um 
efeito antagónico na acumulação destes elementos, observando-se uma maior indução 
de Mi1 quando os organismos foram sujeitos á mistura destes dois metais (Pavicic et 
al., 1994b). Na ostra (J. virginiea, exposta á mistura de Cd e Cu, também foi observado 
um aumento dos níveis de MT comparativamente com a exposição individual de Cd 
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(Engel, 1999). Por outro lado, no mexilhão água doce D. polymorpba a mistura de Cd 
+ Cu não afectou a indução de MT relativamente à exposição individual destes metais 
(Lecoenr et ai, á004). 
O aumento da toxicidade resultante da presença de uma mistura de metais jxxle ser 
devido a vários factores, por exemplo se dois ou mais metais afectam o mesmo alvo 
(função biológica) num organismo a sua ocorrência na mistura |km1c aumentar as 
respostas tóxicas (Mason & Jenkins, 1995). A interacção entre metais da "classe B , 
como o Cd, Cu e Zn é esperada, devido ás suas propriedades bioquímicas (Beeby, 
1991). A sua afinidade por alvos similares faz com que estes metais compitam dentro 
dos tecidos. Esta competição sugere um modo de acção semelhante, o que poderá 
indiciar que os metais apresentem efeitos aditivos. De facto, a substituição de metais 
essenciais como o Cu e Zn é um dos mecanismos subjacentes á toxicidade do Cd 
(Weltje, 1998). 
Existem vários estudos em diferentes organismos que evidenciam a interacção entre 
estes metais A diminuição da concentração de Zn após a exposição ao (d loi 
observada na larva do insecto aquático Cbironomus ri pari us (Postma et ai, 1995) e 
na estrela-do-mar Aster ias rubens (Den Besten et ai, 1991). A acumulação de Zn ou 
Cd fez diminuir a concentração de Cu nos isópodes terrestres Porcelho scãber, 
especialmente no hepatopâncreas onde estes organismos acumulam metais (Donker et 
ai., 1996). Por outro lado, na amêijoa de água doce Anodonta cygnea o transporte de 
Cd nos tecidos foi acelerada pela exposição simultânea de Zn (Hemelraad et ai., 
1987). Van Capelleveen (1987) sugere que este sinergismo na incorporação de metais é 
devido á indução de MT pelo Cd. Um padrão idêntico foi observado para outros 
metais, em que a incorporação de Zn aumentou com a exposição simultânea de Cu no 
anelídeo aquático Enchvtraeus cnpticus (Posthuma et ai, 1997). Ainda no mexilhão 
de água doce D. polymorpha exposto á mistura de Cd, Cu e Zn, Kraak et ai (1994) 
demonstrou um efeito aditivo, enquanto que no copépode Amphiascns tenuiremis 
exposto a Cd, Cu, Ni, Pb e Zn o efeito da mistura destes metais foi mais que aditivo 
(Hagopian-Schlekat et al, 2001). 
Como referido ao longo deste trabalho, a nivel intracelular os metais essenciais e 
não-essenciais dependem fortemente de moléculas contendo grupos tiólicos, como as 
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metalotiouinas. Quando se pretende estudar o papel da metalotionina em processos de 
acumulação de metais nos tecidos de moluscos bivalves, os ensaios laboratoriais 
tornam-se essenciais para compreender os mecanismos associados a interacção entre 
esta proteína e os respectivos metais. Desta forma, a utilização de ensaios que 
reflictam situações mais próximas do ambiente natural (mistura metálica), permite 
conhecer a forma como os metais interactuam entre, si e consequentemente a forma 
como são retidos nos diferentes tecidos destes organismos, quer ao nível da sua 
distribuição subcelular quer à sua ligação com determinados ligandos, como a 
metalotionina. 
Na amêijoa Jí decussatas não existe informação disponível sobre o resultado de 
ensaios laboratoriais utilizando exposições poli metálicas. Desta forma, este Capitulo 
pretende fazer uma análise comparativa entre a resposta da metalotionina nos 
diferentes tecidos de li decussatas exposta individualmente a Cd, Cu e Zn e exposta 
simultaneamente a estes metais. Tendo em consideração os resultados obtidos nos 
Capítulos anteriores, em que se verificou que a maior indução de MT nos tecidos 
desta amêijoa ocorreu na exposição a 50 pg Cu I1 (Capitulo IV), foi utilizada esta 
concentração de Cu para o estudo do efeito da exposição polimétalica. Desta forma, 
foi utilizada uma mistura de Cd, Cu e Zn aproximadamente na mesma proporção 
atómica e correspondendo a uma concentração de 100 pg Cd I'1, 50 pg Cu I 1 e 50 pg 
Zn l"1. Nesta análise serão utilizados alguns dados obtidos anteriormente nos tecidos 
desta espécie, resultantes de exposições individuais com a mesma concentração que a 
mistura metálica (Bebianno & Serafim, 1908; Serafim, 1908). 
Assim, o objectivo deste capitulo é analisar o papel das MTs no processo de 
acumulação conjunta de Cd, Cu e Zn em diferentes tecidos de li decussatas, após uma 
exposição a 100 pg (kl l1, 50 pg Cu 11 e 50 pg Zn l1, durante 25 dias. Os processos de 
acumulação foram seguidos em condições laboratoriais controladas na tentativa de 
ajustar modelos cinéticos que permitam determinar coeficientes, para uma melhor 
comparação e compreensão dos mecanismos associados á incorporação destes metais 
individualmente e simultaneamente. Esta aproximação foi feita na tentativa de 
responder à. seguinte questão: 
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(i) Qual a cinética de acumulação de Cd, Cu e Zn nos diferentes tecidos de JL 
decussatns numa exposição polimetálica? Como pode a indução de MT influenciar 
essa ci nética? 
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6.2. Material e míttodos 
6.8.1. Condições experimentais 
Tal como nos ensaios anteriores, as amêijoas JL decussatus (30-35 mm) utilizadas 
neste ensaio foram recolhidas na Ria Kormosa, num local afastado de fontes 
antrópicas. Decorrido o período de aclimatação, as amêijoas foram expostas a uma 
mistura de Cd, Cu e Zn numa proporção atómica aproximadamente semelhante. 
Para tal, lotes de 60 indivíduos foram colocados em 6 aquários, cora um volume de 10 
litros. Três aquários serviram de controlo experimental e três loram contaminados 
com uma mistura metálica com uma concentração de KM) pg 1 1 de cloreto de cádmio 
(CdClg-HaO, Merck), 50 pg l"1 de sulfato de cobre (CuSO^.õHgO, Merck) e 50 pg 11 de 
cloreto de zinco (ZnClg.HgO, Merck), durante 25 dias. Os parâmetros fisico-quimicos 
foram controlados durante todo o ensaio e variaram menos de 5%. 
Retiraram-se aleatoriamente, sem reposição, amostras de seis indivíduos por aquário, 
ajjós 0, 7, 14, 21 e 25 dias. Os organismos de cada amostra foram dissecados 
separando-se as bránquias, a glândula digestiva e a restante porte do cor|)o (manto, 
pé e músculos adutores). O processamento de cada um dos tecidos seguiu o tratamento 
descrito no Capitulo II (secção 2.2). 
Foi determinada a concentração de Cd, Cu e Zn no homogeneizado total e nas 
diferentes fracções subcelulares (fracção residual - FI, fracção proteica de elevado 
peso molecular - FEPM e fracção proteica de baixo peso molecular - FBPM) de cada 
um dos tecidos. O doseamento dos metais foi efectuado |K)r EAA com chama ou 
câmara de grafite, após as amostras terem sol rido um pré-tratamento descrito no 
Capitulo Til (secção 3.2.1), enquanto que os teores de MT foram determinados na 
fracção FBPM, |)or polarografia diferencial com impulsos de acordo com o método 
descrito jíor Bebianno & Langston (1989). 
A validação das concentrações de metais obtidas neste estudo loi determinada 
utilizando-se materiais de referência, nomeadamente tecido de ostra (NBS) 
(National Institute of Standards & Technology), em que os valores certificados 
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comparativamente com valores determinados no laboratório para Cd. Cu e 7m, 
eneontram-se n<« eapitalos III (secção 3.8.1). IV (secção 4.8.1.8) e V (secção 5.8.1), 
respectivamente. As concentrações de cada metal e de MT estão expressas em nmol g1 
de peso seco do tecido inicialmente homogeneizado, tendo sido usado para a MT uma 
massa molecular de 7328 Da (Si mes et ai, 2003). 
6.2.2. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
A variabilidade das concentrações dos diferente metais e de MT ao longo do tempo 
foi testada nos diferentes tecidos através da análise de variância (ANOVA) a duas 
entradas, considerando como variáveis independente o tempo e o tecido. Para 
discriminar as diferenças entre cada uma das variáveis foi utilizado o teste de 
Dnncan 00,05). 
Aos dados de acumulação dos metais nos distintos tecidos foi aplicado um modelo 
cinético de 1' ordem (tal como descrito no Capitulo Ul - secção 3.3.8). 
Foram também efectuadas análises de regressão (lineares e múltiplas) entre as 
concentrações de cada metal e os Pote de MT, para um nível de significância de 
0,05. 
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6.3. RESULTADOS 
6.3.1. CONCENTKAÇÃO MKTALICA NOS TECIDOS R decussatus 
6.3. LL Concentração de Cd 
A concentração (média ± O) de (kl (total e fracções subcelulares) nas brânquias, 
glândula digestiva e restante parte edivel das amêijoas não contaminadas e expostas a 
uma mistura metálica (100 pg Cd l1 + 60 pg Cu I'1 + 50 pg Zn 1 ') ao fim de 25 dias, 
encontrar se na Tabela 6.1. Os valores da concentração de Cd obtidos durante o ensaio 
laboratorial encontram-se em anexo (Tabela A. 10 em Anexo). 
Tabela 6.1 - Concentração do Cd (mnol g1) (total e nas diferentes fracções subcelulares) nas 
brânquias, glândula digestiva e restante parte do corpo das amêijoas não contaminadas e 
expostas a uma mistura metálica (100 pg Cd I"1 + 50 pg Cu I"1 + 50 pg Zn l"1) ao fim de 85 dias 
(os valores correspondem média ± O). 
Controlo Mistura metálica 
Brânquias Total 5,52 ± 1.45 780 ± 40 
Fl 1,32 ±0,41 (28) 203 ± 21 (27) 
FEPM 1,57 ±0,55 (34) 61 ± 13 (8) 
FBPM 1,80 ±0,43 (38) 486 ± 84 (65) 
Gl. digestiva Total 32,92 ± 9,68 1253±175 
Fl 4,20 ±0,73 (16) 354 ± 66 (26) 
FEPM 9,29 ± 1,67 (36) 124 ±35 (9) 
FBPM 12,26 ±4,60 (48) 874 ± 73 (65) 
Resto Total 2,28 ± 0,74 389 ± 84 
Fl 0,96 ± 0,24 (29) 154 ±43 (40) 
FEPM 1,14 ±0,17 (35) 33 ± 6 (8) 
FBPM 1,19 ±0,22 (36) 202 ± 45 (52) 
Os valores entre parênteses correspondem ã pereentageni de ("d em cada uma das fracções 
subcelulares. 
Tal como descrito no Capítulo 111, os teores de Cd (total e nas fracções subcelulares) 
nos três tecidos das amêijoas não contaminadas não variaram significativamente ao 
longo do ensaio experimental (//>(),05). O tecido com teores de Cd mais elevados foi a 
glândula digestiva (com teores cerca de 6 vezes superiores aos observados nas 
brânquias e 14 vezes superiores aos da restante parte edivel), existindo também 
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diferenças significativas nas «mcrmtraçdes dc Cd entre todos os tecidos 0*0.08) e 
verificando-se a mesma distritais» snbcelnlar (Tabela 6.1 e Capitulo III - secção 
3.3.1). 
Na Figura 6.1 encontrasse a evolução da concentração de Cd (total e fracções 
subcelulams) nas brânquias, glândula digestiva e restante parte, edivel das amêijoas 
expostas á mistura metálica durante 25 dias. O ensaio só teve a duração de 25 d.as 
porque os organismos não resistiram a um período superior de cxpos.çao, 
verificando-se 100% de mortalidade a partir desse dia. 
A concentração total de Cd nas brânquias das amêijoas expostas á mistura meteiica 
(Figura 6.1-A), aumentou linearmente até ao 21- dia de exposição 0*0,05), com uma 
velocidade de acumulação de 34.6 nmol g1 d ' (*-0,952), a qual foi significativamente 
superior as amêijoas expostas individualmente a 4 pg Cd 1' (3.8 nmol g 1 d') e a 40 
pg Cd r1 (22,3 nmol g1 d1) (Capitulo 111 - secção 3.3.1.1). Entre o 21 e 95 dia de 
exposição não foram observadas diferenças significativas entre as concentrações de 
Cd (772 ± 12 muol g1) 00,05). 
Nas fracções subcelulares do mesmo tecido, a evolução da concentração de Cd durante 
o período de exposição foi distinta em cada uma das fraççõ«ç Contrariamente ao 
observado nas exposições individuais deste metal, em que a concentração de Cd na 
fracção FBPM aumentou linearmente durante todo o período de exposição (Capitulo 
111 - secção 3.3.1.1), nas brânquias das amêijoas expostas à mistura metálica os 
teores de Cd neste fracção aumentaram linearmente apenas ate «o 14- dia de 
exposição, no entanto com uma velocidade de acumulação significativamente 
superior ò observada nas exposições individuais (31,9 nmol g d , r-0.99,, /i,0,0,i). 
Após este período foram observadas difetenças significativas entre as concentrações 
drete elemento (471 ± 90 nmol g1) 00.05) (Figura 6.1-A). 
Por outro lado, os teores de Cd na fracção insolúvel (FI), tal como nas exposições 
individuais (Capitulo III - s«çã„ 3.3.1.1), aumentaram linearmente ate ao 9r dia de 
exposição, com uma velocidade de acumulação de 0,1 nmol g' d' (r-0,87fi; f«0,05), a 
qual também e significativamente superior a observada nas exposiçõ.* individuais 
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(/*(),Oo). A[K)k este pcrícKlo a concentração de Cd não variou significativamente entre 
o 21 e 25® dia de exposição (214 ± 16 nmol g'1) (/»().05) (Figura 6.1-A). 
Na fracção FEPM, a concentração de VA apenas aumentou significativamente 
durante os primeiros 7 dias de exposição (>0,05), mantendo-se inalterada no restante 
período de exposição (59 ± 6 nmol g1) (>0,05) (Figura 6.1-A). Este comportamento 
foi semelhante ao da exposição individual a 40 g Cd l1, em que os teores de Cd não 
sofreram qualquer alteração significativa a partir do 14° dia de exposição (Capitulo 
III - secção 3.3.1.1). 
De uma forma geral, os teores de Cd nas brânquias expostas á mistura metálica 
foram acumulados nas diferentes fracções subcelulares com velocidades 
significativamente su|)eriores comparativamente com as observadas nas ex|)osições 
individuais, no entanto, a acumulação ocorreu durante um período de tempo mais 
curto, à excepção da fracção Fl (Figura 6.1-A). 
A acumulação de Cd na glândula digestiva das amêijoas expostas à mistura metálica 
apresentou um comportamento distinto comparativamente com o observado nas 
exposições individuais a este metal (Capitulo III — secção 3.3.1.1), em que a 
concentração de Cd (total e nas fracções subcelulares) aumentou ex]K)nencialmente 
durante todo o período de exposição. A concentração de VA total na glândula 
digestiva das amêijoas expostas á mistura metálica aumentou linearmente apenas até 
ao 14° dia de exposição, com uma velocidade de acumulação significativamente 
superior á observada mis brânquias (84,8 nmol g 1 d r-0,933; /*0,05) e entre o 14 e 
25° dia de exposição não foram observadas diferenças significativas entre as 
concentrações deste metal (1227 ± 240 nmol g1) (>0,05). Na fracção FBPM a 
concentração de Cd também aumentou linearmente até ao 14° dia de exposição 
00,05), com uma velocidade de acumulação de 63,4 nmol g 1 d 1 (r-0,926). Por outro 
lado, na fracção FI a concentração de Cd aumentou significativamente nos primeiros 
7 dias de exposição O0.05). n«0 variando posteriormente entre o 7 e o 21° dia de 
ensaio (255 ± 18 nmol g'). Após este período os teores de Cd só aumentaram 
significativamente no último dia de exposição (>€,05). Por último, na fracção 
FEPM a concentração deste elemento aumentou linearmente até ao 21° dia de 
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Figura 6.1 — Concentração (nmol g') 
(média ± O) de Cd total e nas 
diferentes fracções subceltilares nas 
brânquias (A), glândula digestiva (B) 
e restante parte edivel (C), em 
amêijoas expostas a uma mistura 
metálica (100 pg Cd l"1 + õO pg Cu l1 + 
50 pg Zn T1) durante 25 ditts. 
(■ Total; A FI; ♦ FEPM; o FBPM) 
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Contrariamente aos tecidos anteriores, a restante parte edivel das amêijoas (total e 
fracções subcelulares) acumulou o Cd linearmente durante todo o período de 
exposição, tal como observado nas exposições individuais a este metal (Capitulo III — 
secção 3.3.1.1), embora com velocidades de acumulação de Cd significativamente 
inferiores à dos outros tecidos (Total: 15,6 nmol g'1 d'1 (r- 0,998; /a0,05), FBPM: 8,7 
nmol g 1 d 1 (r-0,974; /*0,05), FL 5,6 nmol g 1 d 1 (r-0,931; /*0,05) e FEPM: 1,3 nmol 
g1 d"1 (r-0,968; /a0,05). No entanto, e contrariamente ao observado nas exposições 
individuais, o Cd na fracção FI até ao 14° dia apresentou um incremento superior 
relativamente ás outras fracções subcelulares, tendo os niveis deste metal na FBPM 
aumentando só a partir do 20° dia, correspondendo no final do período de exposição á 
fracção com a maior percentagem de Cd (Figura 6.1-C). 
Duma forma geral, e tal como observado para as amêijoas não contaminadas, a 
glândula digestiva foi o tecido que apresentou os teores de Cd mais elevados nas 
amêijoas expostas à mistura metálica, tendo aumentado em relação ao controlo cerca 
de 38 vezes ao fim de 25 dias de exposição. Contudo nas brânquias e na restante parte 
edivel, o incremento da concentração de Cd foi superior, observando-se um aumento 
de aproximadamente 140 e 170 vezes, respectivamente (Tabela 6.1). 
A distribuição subccluiar de Cd ao fim de 25 dias de exposição alterou-se 
relativamente à observada nos tecidos das amêijoas não contaminadas. A semelhança 
das exposições individuais (Capitulo 111 — secção 3.3.1.1), a percentagem de Cd ligada 
ã fracção FBPM aumentou significativamente nos três tecidos, passando a conter 
mais de 50% do total de Cd acumulado (/a0,05). Por outro lado, a fracção FI passou a 
conter mais Cd comparativamente com a fracção FEPM. Desta forma verificarse que 
ao fim do período de exposição todos os tecidos de Jí decussatns apresentam a mesma 
distribuição subcelular de Cd: FBPM > FI > FEPM (Tabela 6.1). 
Aplicou-se um modelo cinético de 1* ordem aos dados de acumulação de Cd (Figura 
6.2). Tal como, nas brânquias das amêijoas expostas a 40 pg Cd I 1 (Capítulo III - 
secção 3.3.1.1), o ajuste só foi significativo para as concentrações de Cd total e nas 
diferentes fracções subcelulares das brânquias e da glândula, digestiva das amêijoas 
expostas â mistura metálica (Figura 6.2). 
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Figura 6.2 - Concentração de Cd 
(média ± O) total e nas 
diferentes fracções subcelulares 
e evolução prevista pelo modelo 
cinético de 1* ordem, nas 
brânquias (A) e na glândula 
digestiva (B) das amêijoas 
expostas a 100 pg Cd l ^ õO pg 
('u 1"'+ 00 pg Zn l'1, durante 25 
dias. 
(■ Total; A FI; ♦ FEPM; O FBPM) 
A t<L\a de assimilação (Ka) e a taxa de eliminação (K^) de Cd calculadas encontram- 
sc na Tabela 6.2. As taxas de assimilação (Ka) e de eliminação (Kj) no total e nas 
fracções subcelulares, à excepção da FEPM, são de uma forma geral superiores na 
glândula digestiva comparativamente com as brânquias (Tabela 6.2), indicando que 
as brânquias de R t/ecnssaíffs assimilam e eliminam os teores de Cd acumulados mais 
rapidamente. Por outro lado, verifica-se que o factor de bioconcentraçâo (FBC) é 
superior na glândula digestiva, quer no total quer nas diferentes fracções 
subcelulares. Nas diferentes fracções subcelulares o FBC é superior na fracçao 
FBPM em ambos os tecidos (Tabela 6.2), tal como observado nas brânquias das 
amêijoas expostas a 40 pg Cd l1, durante 40 dias (Capitulo TU - secção 3.3.1.1). 
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Tabela 6.2 - Factor de bioconcentração (FBC), taxa constante de acumulação (KJ e taxa 
constante de eliminação (KJ nas bránquias e na glândula digestiva (total e fracções 
subceltilares) das amêijoas expostas a 100 pg Cd 1'+ 50 jig Chi l"1, 50 pg Zn 1 , durante 25 dias, 
Bránquias Glândula digestiva 
Ka Ke Ka Ke r 






















6.3. L2. Concentração de Cu 
A concentração (média ± a) de (hi (total e fracções snbcelulares) nas bránquias, 
glândula digestiva c restante parte edivel das amêijoas não contaminadas c expostas a 
uma mistura metálica (100 pg C<1 I 1 + 50 pg Cu 11 + 50 pg Zn 1 ) ao fim de 25 dias, 
encontra-se na Tabela 6.3. Os valores da concentração de Cu obtidos durante o ensaio 
laboratorial encontram-sc em anexo (Tabela A.ll em Anexo). 
Os teores de Cu (total e fracções snbcelulares) nos três tecidos das amêijoas não 
contaminadas não variaram significativamente ao longo do ensaio experimental 
(>0,05). Tal como referido no Capitulo IV (secção 4.3.2), a glândula digestiva foi o 
tecido com teores mais elevados de Cu, cora uma concentração significativamente 
superior ã observada nas bránquias c na restante parte edivel (Tabela 6.3). 
A distribuição subcelnlar de Cu nas amêijoas não contaminadas, loi semelhante à 
observada no Capítulo IV, ou seja os teores de Cu foram mais elevados na fracção 
FBPM nas bránquias (62%) e na glândula digestiva (47%), enquanto que na restante 
parte edivel foi a fracção FI que apresentou os teores mais elevados (44%). Assim, 
observou-se para cada tecido a seguinte ordem de distribuição: FBPM > FEPM > b I 
nas bránquias e na glândula digestiva e FI > FEPM > FBPM na restante parte do 
corpo (Tabela 6.3). 
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Tabela 6.3 - Concentração de Cu (nmol g"1) (total e nas diferentes fracções subcelulares) nas 
brânquias, glândula digestiva e restante parte do corpo das amêijoas não contaminadas e 
expostas a uma mistura metálica de 100 pg Cd 1 1 + 50 pg Cu 1 1 + 50 pg Zn 1 ao fim de 25 
dias. (os valores correspondem média ± O). 
Controlo Mistura metálica 
Brânquias Total 84,01 9,0 889 1 62 
FI 11,513,0 (14) 287 1 37 (27) 
FEPM 20,0 1 7,5 (24) 206 1 46 (20) 
FBPM 52,5116,6 (62) 565 1 54 (53) 
Gl. digestiva Total 229 1 38,6 1795189 
FI 26,415,1 (12) 221 1 12 (12) 
FEPM 94,4 1 12,3(41) 2731 17 (15) 
FBPM 109 1 13,1 (47) 1302160 (73) 
Resto Total 60,41 16,3 302 1 40 
FI 35,4 1 5,9 (44) 189129 (38) 
FEPM 29,5 1 3,8 (37) 142120 (28) 
FBPM 15,312,8 (19) 170118 (34) 
Os valores entre parênteses correspondem à percentagem de Cu em cada uma das 
f racções subcelulares. 
Na Figura 6.3 encontra-se a evolução da concentração de Cu total e nas diferentes 
fracções subcelulares nas brânquias, na glândula digestiva e na restante parte edivel 
das amêijoas expostas â mistura metálica, durante 25 dias. 
A concentração total de Cu nas brânquias das amêijoas expostas â mistura metálica 
aumentou linearmente e significativamente durante todo o período de exposição, tal 
como nas exposições individuais (25 e 50 pg Cu l1) (Capitulo IV7 - secção 3.4.2.1). A 
velocidade de acumulação nas brânquias das amêijoas expostas à mistura (32,4 nmol 
g"1 d1; r - 0,987; //0,05) foi significativamente superior â observada na exposição a 25 
pg 1"' (/*0,05), sendo no entanto, semelhante â observada na exposição a 50 pg 1 ', a 
qual, corresponde â mesma concentração que a utilizada na mistura metálica 
Os teores de Cu nas fracções subcelulares também aumentaram linearmente durante 
todo o período de exposição, tal como nas exj)osições individuais (25 e 50 pg 1 ') 
(Capítulo IV - secção 3.4.2.1). As velocidades de acumulação em cada uma das 
fracções (26,1 nmol g 1 d"1 (/• - 0,989; /a0,05) na fracção FBPM, 10,4 nmol g1 d"1 (r 
0,977; yx0,05) na fracção FEPM e 10,1 nmol g 1 d1 (r 0,96;6 7*0,05) na fracção FI) 
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(Figura 6.3-A), também não foram significativamente diferentes das observadas na 
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Figura 6.3 - Concentração (uniol g"1) 
(média ± a) de Cu total e nas 
diferentes fracções subcelulares nas 
brânquias (A), glândula digestiva 
(B) e restante parte edivel (C), em 
amêijoas exjxístas a uma mistura 
metálica de 100 pg Cd l'1 + 50 pg Cu 
l"1 i 50 pg Zn l"1, durante 25 dias. 
(■ Total; A FI; ♦ FEPM; o FBPM) 
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À semelhança das brânquias, o Cn foi acumulado linearmente na glândula digestiva 
durante os primeiros 21 dias de exposição, tanto na exposição á mistura metálica 
como nas exposições individuais (Figura 6.3-B e Capitulo IV — secção 3.4.2.1). Este 
tecido acumulou o Cu com velocidade significativamente superior á observada nas 
brânquias (69,2 nmol g1 d1 (r - 0,921)). A concentração de Cu nas fracções 
subcelulares também aumentou linearmente durante o periodo de exposição (57,9 
nmol g"1 d"1 (r - 0,926; /*0,0õ) na fracção FBPM, 11,8 nmol g 1 d'1 (r - 0,954; 7*0,05) 
na fracção FEPM e 15,7 nmol g1 d1 (r - 0,954; /*0,05) na fracção FI) (Figura 6.3 B). 
No entanto, nas fracções FI e FEPM este aumento linear só ocorreu até ao 21° dia, 
ajws este dia a concentração de Cu nestas fracções decresceu significativamente no 
último dia de exposição (250dia) (/*0,05). 
Contrariamente ao observado mis brânquias, as velocidades de acumulação (total e 
fracções subcelulares) na glândula digestiva das amêijoas expostas â mistura 
metálica foram significativamente inferiores âs observadas na exposição individual 
com a mesma concentração de Cu (50 pg I ') (7*0,05), â excepção da fracção FBPM, 
na qual não existem diferenças significativas (7*0,05) (Capitulo IV — secção 3.4.2.1). 
Os teores de Cn na restante parte edivel das amêijoas ex(Mistas â mistura metálica 
aumentaram significativamente nos primeiros 7 dias de exposição, após os quais se 
mantiveram inalterados até ao 21° dia e aumentando novamente entre o 21 e 25° dia 
(7*0,05) (Figura 6.3-C). Os teores de Cu nas diferentes fracções subcelulares 
apresentaram o mesmo comportamento que no total do tecido ao longo do tempo de 
exposição. No entanto, nas fracções FI e FEPM os teores de Cu aumentaram cerca de 
2,5 vezes do dia 21° para o 25°, em que os teores de Cu na fracção FI ultrapassaram os 
da FBPM, os quais foram sempre significativamente superiores até ao 21° dia de 
exposição (7*0,05) (Figura 6.3-C). À semelhança da glândula digestiva, na restante 
parte edivel das amêijoas expostas â mistura metálica, a concentração de Cu (total e 
fracções subcelulares) no final do periodo de exposição foi significativamente 
inferior â observada na exposição individual com 50 pg Cu I1 (7*0,05), â excepção da 
fracção FBPM, na qual não existem diferenças significativas (7*0,05) (Capítulo TV - 
secção 3.4.2.1). 
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No final do período de exposição á mistura metálica, os teores de Cu (total e fracções 
subcelnlares) nos três tecidos das amêijoas foram significativamente superiores ao 
controlo (>0,05) (Tabela 6.3). Tal como observado para as amêijoas não 
contaminadas, a glândula digestiva foi o tecido que apresentou os teores de Cu mais 
elevados, tendo aumentado era relação ao controlo cerca de 9 vezes ao fim de 25 dias 
de exposição. Contudo nas brânquias o incremento da concentração de Cu toi 
superior, observando-se um aumento 11 vezes relativamente ao controlo e por último 
a restante parte edivel em que os teores de Cu aumentaram cerca de 5 vezes 
relativamente ao mesmo tecido das amêijoas não contaminadas (Tabela 6.3). 
A distribuição subcelular de Cu nas brânquias das amêijoas expostas á mistura 
metálica no final do período de exposição foi distinta da observada nas amêijoas não 
contaminadas (a percentagem de Cu na fracção FBPM decresceu significativamente 
e na fracção FI aumentou (>0,05)), observando-se no entanto, a seguinte 
distribuição: FBPM > FI > FE PM (Tabela 6.3). Esta distribuição foi distinta da 
observada na exposição individual com 50 pg Cu 11 (FBPM > FEPM > FI) (Capítulo 
IV - secção 3.4.2.1). 
Na glândula digestiva o padrão distribuição de Cu foi semelhante ao amêijoas não 
contaminadas, no entanto verificou-se um aumento significativo da percentagem de 
Cu na fracção FBPM e uma diminuição na fracção FEPM 00,05), observando-se a 
seguinte distribuição: FBPM > FBPM > FI (Tabela 6.3), a qual foi semelhante á 
observada, na exposição individual com 50 pg Cu 1 ' (Capitulo IV - secção 3.4.2.1). 
Tal como nas brânquias a distribuição subcelular de Cu na restante parte edivel das 
amêijoas contaminadas foi distinta da observada no controlo (M > F BPM > FEl M), 
observando-se ura aumento significativo de Cu na fracção subcelular FBPM (Tabela 
6.3), tal como observado na exposição individual com 50 pg Cu I 1 (Capitulo IV - 
secção 3.4.2.1). 
A semelhança do ensaio efectuado com 50 pg Cu 1 1 (Capítulo IV — secção 3.4.2.1), aos 
dados de acumulação de Cu nos diferentes tecidos Ji decussatns foi ajustado um 
modelo cinético de P ordem. liste ajuste não foi significativo era todas as fracções 
subceln lares dos diferentes tecidos das amêijoas (Figura 6.4). 
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Figura 6.4 — Concentração de Cu 
(média ± O) total e uas diferentes 
fracções subcelulares observada e 
prevista pelo modelo cinético de 
1' ordem, nas brânquias (A) 
glândula digestiva (B) e restante 
parte edivel (C) das amêijoas 
expostas a uma mistura metálica 
(100 |ig Cd 1'1 + 50 pg Cd 1-'+ 50 
pg Zn l'1), durante 25 dias. 
(■ Total; A FI; ♦ FEPM; 0 FBPM> 
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Nestes tecidos, foi j)ossível calcnlar, a taxa de assimilação e a taxa de eliminação de 
Cu, durante o período em que os organismos estiveram expostos a este metal (Tabela 
6.4). 
Tabela 6.4 - Factor de biocoucentração (FBC), taxa constante de acumulação (KJ e taxa 
constante de eliminação (Kc) nas brânquias, glândula digestiva e restante parto odivel (total e 
fracções subcelulares) das amêijoas expostas a uma mistura metálica (KM) pg Cd l ^ 50 |ig (Ha 1 
'a 50 pg Zn l'1), durante 25 dias. 
Brânquias Gl. digestiva Resto 
FBC Ka (dia'1) 
Ke 
(dia"1) r FBC 
Ka 
(dia1) 
Ke (dia1) r FRC ^ 
K
- (dia-1) (dia"1) r 
Total 4015 54 0,013 0,972 - - - - - 
FI 394 36 0,091 0,991 410 37 0,089 0,835 - - 
FEPM 303 35 0,117 0,959 399 54 0,136 0,803 . ■ 
FBPM - - - - - - - - 201 27 0,135 0,940 
FBC - Factor de bioconcentração c]iie corresponde a Ka / Kd 
Contrariamente ao observado na ex|K>sição individual ao Cu (50 pg l1), em que todos 
os tecidos atingiram um estado de equilíbrio (Capitulo IV — secção 6.4.2.1), na 
exposição à mistura metálica só nas brânquias foi atingindo um patamar na 
concentração de Cu, com um factor de bioconcentração (FBC) superior 
comparativamente com o do (kl, apesar das taxas de assimilação (Kn) e de eliminação 
(K(i) terem sido inferiores (Tabelas 6.2 e 6.4). 
Nas diferentes fracções subcelulares observou-se um comportamento diferente. Nas 
brânquias e na glândula digestiva foi atingindo um estado estacionário nos teores de 
Cki nas fracções FI e FBPM, sendo este comportamento semelhante ao observado na 
exposição individual (Capitulo IV - secção 3.4.2.1). Enquanto, que a restante parte 
odivel foi o único tecido no qual a concentração de Cu atinge um estado estacionário 
na fracção FBPM, sendo este comportamento distinto do observado na exposição 
individual (Tabela 6.4). 
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6.3.1.3. Concentração de Zn 
A concentração (média ± a) de Zn (total e fracções subceluiares) nas brânquias, 
glândula digestiva e restante parte edivel das amêijoas não contaminadas e expostas a 
uma mistura metálica (100 pg Cd I1 + 50 pg Cu I 1 + 50 pg Zn 1') ao íim de 25 dias, 
encontrar se na Tabela 6.5. Os valores da concentração de Zn obtidos durante todo o 
ensaio laboratorial encontram-se em anexo (Tabela A. 12 em Anexo). 
Tabela 6.5 - Concentração de Zn (nmol g') (total e nas diferentes fracções subceluiares) nas 
branqui as, glândula digestiva e restante parte do corjK) das amêijoas não contaminadas e 
expostas a uma mistura metálica (100 pg Cd l14 50 pg Cu 11 + 50 pg Zn 1') ao fim de 25 dias. 
Controlo Mistura metálica 
Brânquias Total 1750 ±264 1680± 150 
FI 1319 + 220 (53) 496 ± 53 (20) 
FEPM 658 ± 57 (26) 1147 ± 107 (46) 
FBPM 513± 183 (21) 837 ± 10 (34) 
Gl. digestiva Total 1908 ±377 3166± 306 
FI 1384 ±303 (47) 2606 ± 274 (49) 
FEPM 990 ± 307 (34) 1397 ± 159 (27) 
FBPM 562 ± 125 (19) 1236±127(24) 
Resto Total 930±138 1122± 121 
FI 490±146(43) 1014± 95 (41) 
FEPM 456 ± 126 (40) 781 ±77 (32) 
FBPM 197 ±45 (17) 673 ± 70 (27) 
Os valores entre parênteses correspondem à percentagem de Zn em cada uma das 
f racções subcelul ares. 
Os teores de Zn nos três tecidos das amêijoas não contaminadas apresentaram uma 
tendência decrescente durante o ensaio laboratorial, no entanto essa tendência não 
foi significativa (>0,05). Tal como já tinha sido referido no Capitulo V (secção 
5.3.1), a glândula digestiva foi o tecido com teores mais elevados de Zn, seguido pelas 
brânquias e por último a restante parte edivel, sem no entanto existirem diferenças 
significativas nos teores deste elemento na glândula digestiva e nas brânquias 
00,05) (Tabela 6.5). Tal como referido no Capitulo Y (secção 5.3.1), os teores de Zn 
foram mais elevados na fracção insolúvel (FI) seguidos pela fracção FEPM c por 
último da fracção FBPM, cm todos os tecidos (Tabela 6.5). 
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Na Figura 6.5 encontra-se a evolução da concentração de Zn (total e fracções 
subcelulares) nas brânquias, na glândula digestiva c na restante parte edivel das 
amêijoas expostas à mistura metálica, durante 25 dias. 
Contrariamente ao ol)servado na acumulação de Cd e de Cu, onde os teores destes 
elementos foram acumulados |)elos diferentes tecidos de Ji decassatas, os teores de Zn 
variaram ao longo do tempo de exposição sem apresentarem um padrão de variação 
definido (Figura 6.5). 
A concentração total de Zn nas brânquias das amêijoas expostas â mistura metálica 
(Figura 6.5-A), manteve-se constante nos primeiros 7 dias de exposição (//-0,05), após 
este período os teores deste elemento aumentaram significativamente no 14" dia, 
decrescendo posteriormente até ao final do ensaio (/*0,05), atingindo no último dia 
de exposição uma concentração de Zn inferior à observada no controlo (1680 ± 150 
nmol g'). ()s teores de Zn na fracção subcelu lar FBPM apresentou a mesma 
tendência que no total, enquanto que na fracção F1 a concentração deste elemento 
apresentou uma tendência decrescente durante todo o ensaio. Por outro lado, os teores 
de Zn na fracção FEPM decresceram nos primeiros 14 dias de exposição aumentando 
posteriormente até ao final do ensaio (Figura 6.5-A). Este comportamento, foi mais 
semelhante ao observado na exposição individual com KM) pg Zn l1, em que, apesar 
dos niveis deste metal não terem oscilado tão acentuadamente, não foi observado ura 
aumento continuo de Zn neste tecido, contrariamente ao observado com a exposição a 
1000 pg Zn l1, na qual a concentração de Zn aumentou exponencialmente até ao 
final do período de exposição (Capitulo V - secção 5.3.1). Por outro lado, tal como 
observado na exposição individual com 100 pg Zn l1, os teores de Zn nas fracções 
subcelulares variaram durante todo o período de exposição, mostrando existir 
remobilização de Zn entre as diferentes fracções (Figura 6.5A c Capítulo V - secção 
5.3.1). 
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Figura 6.5 - Concentração (nniol g ') 
(média ± a) de Zn toUil e nas 
difen-ntes fracções suix-elulares nas 
brânquias (A), glândula digestiva 
(B) e restante parte etlivel (C), em 
amêijoas expostas a uma mistura 
metálica (100 pg Cd T1 + 50 pg Cu l"1 
+ 50 pg Zn T1) durante 25 dias de 
exposição. 
(■ Total; A FI; ♦ FBPM; o FB1>M> 
C>s teores de Zn (total e fracções subcelulares) na glândula digestiva durante o 
jteriodo de exposição, apresentaram um comjtort-aniouto distinto do oltsenado nas 
brânquias (Figura 6.5-B). ()s teores totais deste elemento aumentaram 
significativamente nos primeiros 7 dias de exposição (/a0,05), decrescendo 
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posteriormente até ao 21° «lia c voltando a aumentar no último «lia de exposição (25° 
dia). Tal como nas brânquias, os teores de Zn ua fracção FBPM apresentaram a 
mesma tendência «pie o total do tecido, embora no inicio fosse a fracção com teores 
mais baixos deste metal. Enquanto «pie nas fracções FI e FEPM os teores de Zn eram 
idênticos e diminniram significativamente nos primeiros 14 dias de exposição 
aumentando posteriormente até ao final do ensaio, sendo os teores na fracção FI 
significativamente superiores aos da FEPM (/*0,05) (Figura 6.5-B). Tal como 
observado nas brânquias, a variação da concentração de Zn na glândula digestiva das 
amêijoas expostas à mistura metálica foi semelhante à observada na exposição 
individual com 100 pg Zn l'1 e distinta da de KHK) pg Zn l1 (Figura 6.6B e Capitulo 
V - secção 5.3.1). 
Na restante parte «xlivel das amêijoas expostas à mistura metálica (Figura 6.5-0), a 
concentração de Zn, apesar de ler aumentando nos primeiros 7 dias de exposição, não 
variou significativamente durante o restante |)erio<lo de ex|K)sição (//>0,05). Nas 
fracçõísi subcelulares a concentração de Zn apresentou um comportamento diferente 
em cada, uma das diferentes fracções (Figura 6.5-0). Assim na fracção 11, os teores de 
Zn aumentaram linearmente durante todo o período de exposição, com uma 
velocidade de acumulação de 24,3 nmol g 1 d"1 (r 0,959; /&0,05), enquanto que na 
fracção sulx-elular FBPM os teores de Zn aumentaram significativamente nos 
primeiros 14 dias <le exposição (/*(),05) e entre o 14 e 25° dia não foram observadas 
diferenças significativas na concentração deste elemento (//>(),05). Na fracção FEPM 
a concentração de Zn apresentou a mesma tendência que o total do tecido (Figura 6.5- 
0). Tal como nos tecidos anteriores, a variação da concentração de Zn na restante 
parte edivel das amêijoas expostas à mistura metálica foi semelhante à observada na 
exposição individual com 100 pg Zn I 1 e distinta da de 1000 pg Zn I"1 (Figura 6.5C e 
Capitulo V - secção .5.3.1). 
No final do período de exposição à mistura metálica, os t<>oies de Zn nos três tecidos 
das amêijoas não foram significativamente diferentes do controlo, á excepção da 
glândula digestiva (/*0,05), tendo aumentado em relação ao controlo cerca de 1,7 
vezes ao fim de 25 dias (Talxda 6.5). O mesmo não s<' observou nos tecidos das 
amêijoas expostas a KM) e a 1000 pg Zn I ', cm «puí, ao fim de 40 dias de exposição os 
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teores de Zn foram significativamente superiores aos das amêijoas não contaminadas 
(/*0,05) (Capitulo V - secção 5.3.1). 
A distribuição subcelular de Zn nas brânqnias das amêijoas expostas á mistura 
metálica no final do |)eriodo de exposição foi distinta da observada nas amêijoas não 
contaminadas (a percentagem de Zn nas fracções FEPM e FBPM aumentaram 
significativamente e na fracção FI decresceu (/*(),05)), observando-se a seguinte 
distribuição; FEPM > FBPM > FI (Tabela 6.5). Na glândula digestiva e na restante 
parte edivel, apesar da quantidade de Zn associada á Iracçâo FBPM ter aumentado 
significativamente e diminuído na fracção FEPM (/x0,05), o padrão de distribuição 
de Zn foi semelhante ao amêijoas não contaminadas (FI > FEPM > FBPM) (Tabela 
6.5). Também na exposição individual com 100 pg Zn 1 a distribuição subcelular de 
Zn não sofreu alterações relativamente ao controlo (FI > FEPM > FBPM), todos os 
tecidos (Capitulo V - secção 5.3.1). 
6.3.2. Concentração de MT nos tecidos de K decussatus 
A concentração de MT nas brânqnias, glândula digestiva e restante parte edivel das 
amêijoas não contaminadas e expostas à mistura metálica durante 25 dias, encontra- 
se na Figura 6.6. Os valores da concentração de MT obtidos durante o ensaio 
laboratorial encontram-se em anexo (Tabela A. 13 em Anexo). 
Os teores médios (± O) de MT nos três tecidos das amêijoas não contaminadas (355 ± 
65 nmol g 1 nas bráuquias, 687 ± 96 nmol g 1 na glândula digestiva e 295 ± 41 nmol 
g1 na restante parte edivel) não variaram significativamente durante o ensaio 
experimental (/a0,05). Tal como referido nos capítulos anteriores (Capítulos III, IV e 
V), a glândula digestiva corresponde ao tecido que apresenta teores desta proteína 
mais elevados, sendo significativamente superiores aos registados nas bráuquias e na 
restante parte edivel, entre os quais não existem diferenças significativas entre os 
teores de MT (/*(),05). 
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6.3.2.L Indução de MT 
Os teores de MT nos três tecidos das amêijoas expostas á mistura metálica (Fignra 
0.6) aumentaram linearmente (>0,05) durante os primeiros 21 dias de exposição. 
Sendo a velocidade de indução de MT na glândula digestiva significativamente 
superior (71,8 nmol g'1 d"1, r-0,997; /»0,05) à observada nas brânqnias (:W,2 nmol g 1 
d1, r-0,941; />0,05) e na restante parte edível (25,0 nmol g 1 d'1, r-0,948; /»0,05). Ajkjs 
o aumento linear, os teores de MT atingiram uma fase estacionária, com 
concentrações médias de 979 + 32 nmol g"1 nas brânqnias, de 2278 ± 241 nmol g na 
glândula digestiva e de 805 ± 24 nmol g 1 na restante parte edivel. Ao fim de 25 dias 
de exposição á mistura metálica, os teores de MT nos tecidos das amêijoas 
contaminadas foram aproximadamente 3 vezes superiores aos teores de MT nos 
mesmos tecidos das amêijoas não contaminadas. 
Também nas exposições individuais com Cd (4 e 40 pg 1"') (Capitulo III — secção 
3.3.2.1), os teores de Ml1 nos to-idos desta amêijoa aumentaram linearmente durante 
os primeiros 21 dias de exposição, com velocidades de indução significativamente 
inferiores ás observadas na exposição á mistura metálica (>0,05). Após este período 
os teores de MT também atingiram uma fase estacionária O mesmo comportamento 
foi observado nas brânqnias e na restante parte edivel das amêijoas expostas 
individualmente a 50 pg Cu l"1 (Capítulo TV - secção 4.3.3.1), com velocidades de 
indução também significativamente inferiores (>0,05), por outro na glândula 
digestiva dos teores desta proteína aumentaram exponencialmente. Contrariamente, 
na exposição individual com a concentração mais baixa de Zn (100 pg I1) (Capitulo 
V - secção 5.3.2.1), os teores de MT no final do período de exposição não foram 
significativamente diferentes dos das amêijoas não contaminadas. 
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Figura 6.6 - Concentração (média 
± a) de MT nas brânquias (A), 
glândula digestiva (B) e restante 
parte edivel (C), em amêijoas 
expostas a uma mistura metálica 
(100 pg Cd l"1 + 50 pg Cu l"1 + 50 pg 
Zn 1 ') durante 25 dias de 
exposição. 
(O controlo; • exposição). 
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6.3.3. RELAÇÃO ENTRE AS OONCENlTtAÇÕííS DE MT E DE METAIS 
A relação entre a concentração de MT e a concentração de cada metal (total e na 
fracção FBPM) nos três tecidos em estudo, encontra-se na Figura 6.7. Os níveis de 
MT aumentaram linearmente com o aumento das concentrações dos diferentes metais 
(total e fracção FBPM), à excepção da concentração de Zn que só se correlaciona 
significativamente no total da restante parte edivel (Figura 6.7c). O incremento 
observado entre a concentração de MT e a de Cd e Cu foi significativamente superior 
na fracção subcelular FBPM comparativamente com o total do tecido (/*0,05) 
(Figura 6.7 a-b). Nesta fracção subcelular foi aplicada uma análise de regressão 
múltipla para expressar a MT em função dos diferentes metais: MT (nmol g ') f 
(Cd, Cu, Zn) (nmol g1) (Tabela 6.6). 
Tabela 6.6 - Concentração de MT em função do metal (nmol g'1) na fracção subcelular de 
baixo peso molecular (FBPM), nas brânquias, glândula digestiva e restante parte edivel das 
amêijoas (n-30). 
Tecidos Equação r 
Brânquias MT = - 0,046 + 0,911 Cd - 0,063 Cu - 0,154 Zn (p<0,05) (p=0,656) (p=0,070) 0,968 
Gl. digestiva MT = - 0,091 + 0,608 Cd + 0,350 Cu - 0,205 Zn (p<0,05) (p<0,05) (fXO.OS) 0,983 
Restante parte 
edivel 
MT = 0.037 + 0,152 Cd + 0,876 Cu + 0,042 Zn (p=0,165) (fXO.05) (p=0,655) 0,977 
(nos parêntesis encontni-se o grau de significância da probabilidade baseada no í-teste) 
Os resultados do modelo de regressão múltipla mostraram que a contribuição dos 
diferentes metais afectam de forma distinta os uiveis de Ml1 em cada um dos tecidos 
analisados (Tabela 6.6). Nas brânquias, apesar tio ajuste linear entre as 
concentrações de MT e dos diferentes metais ser significativo para todos os metais 
(Figura 6.7), no modelo de regressão múltipla só o (kl contribuiu significativamente 
para a variação de MT. Por outro lado, na glândula digestiva todos os metais 
contribuíram significativamente para a variação desta proteína, embora o Zn se 
correlacione negativamente. Por último na restante parte edivel só a concentração de 
Cu afectou significativamente os níveis de MTs (Tabela 6.6). 
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Figura 6.7 - Relação entre a concentração de MT e a concentração de metal no total e na 
fracção snbcelular de baixo peso molecular (FBPM) nos diferentes tecidos da amêijoa, (aj) Cd 
total; (an) Cd FBPM; (b,) Qi total; (bj,) Cu FBPM; (c,) Zn total; (c.n) Zn FBPM. 
(•) B - branqui as; (0) GD - glândula digestiva; ( A) R - restante parte edivel 
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A ligação dos metais à MT também |>ode ser observada através da razão molar entre a 
quantidade de proteína e de metais (MTMetal). A comparação entre a razão molar 
de MT:Metal (Cd+Cu+Zn) ao lon^o do período de exposição nos diferentes tecidos de 
/í decnssatiis expostos à mistura metálica, encontram-se na Tabela 0.7. 
Tabela 6.7 - Razão molar MT Metal em diferentes tecidos das amêijoas expostas a 
uma mistura metálica (100 pg (kl l'1 + 50 pg Cu I1 + 50 pg Zn l1) durante 85 dias. 
Dias Brânquias Glândula digestiva Resto 
0 1: 2,4 1:0,8 1: 0,2 
7 1; 1,0 1: 2,6 1: 0.7 
14 1: 2,9 1: 1.4 1: 1,2 
21 1: 2.0 1: 1,2 1: 1.1 
25 1: 2.0 1:1,5 1: 1.2 
Apesar do aumento da concentração do MT ao longo do tempo de exposição nos três 
tecidos de R decnssatus (Figura 0.7), a razão molar MTMetal não decresceu, 
mostrando que os metais se ligam a esta proteína (Tabela 0.7). No caso da ligação 
MT-Cd, a razão molar mostrou que, de uma maneira geral, a quantidade de (kl ligado 
a esto proteína aumentou no inicio da exposição, mantendo-se constante no restante 
|>eríodo de tempo (1:0,5 nas brânquias, 1:0,4 na glândula digestiva e 1:0,8 na restante 
parte edível). Por outro lado, nas brânquias e na glândula digestiva a razão molar 
MTCu diminuiu ao longo de todo o ensaio, indicando que este elemento ligou-se 
progressivamente á MT No final do período de exposição, o Cu ligado â MT foi 
superior â quantidade de (kl, nestes dois tecidos (1:0,6). Na restante parte edivel a 
quantidade de Cu ligado a esta proteína aumentou nos primeiros 7 dias de exposição, 
mantendo-se constante no restante período de tempo. Por último, a razão molar 
MTZn nos três tecidos variou durante todo o período de exposição, mostrando (pie a 
ligação de Zn à MT é um processo dinâmico, o qual implica a substituição e 
redistribuição deste elemento. 
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6.4. Discussão 
Os resultados dos ensaios laboratoriais descritos anteriormente (Capítulos V, VI e 
VTI) nos quais foi avaliado separadamente o efeito da exposição a Cd, Cu e Zn na 
indução da MT, mostraram que qualquer destes metais apresenta a capacidade de 
induzir esta proteína nos tecidos da amêijoa fí. decussatas, dependendo da 
concentração e do tempo de exposição. No entanto, a relação entre a concentração de 
ura metal e a resposta da MT não é necessariamente a prova da causa-efeito. De lacto, 
quando ocorrem múltiplos contaminantes no meio, continua a persistir a questão de 
como os metais interactuam entre si e consequentemente qual a resposta da MT 
nestas condições. 
Com o objectivo de fazer uma análise comparativa entre a resposta da MT nos 
diferentes tecidos da amêijoa exjjosta individual e simultaneamente a Cd, Cu e Zn, 
serão utilizados dados obtidos em estudos anteriores (liebianno & Serafim, 1098; 
Serafim, 1993), nos quais esta espécie foi exposta individualmente a estes metais na 
mesma concentração que a mistura metálica empregue neste Capitulo. 
O efeito da exposição polimetálica comparativamente com a exposição isolada de 
cada metal foi distinto, tendo sido observadas algumas diferenças na acumulação 
destes metais na exposição polimetálica comparativamente com a exposição 
individual a cada um destes metais. 
Nas bránquias de R decussatas a taxa de acumulação de Cxi não foi 
significativamente diferente entre as amêijoas expostas separadamente a 100 pg Cd 11 
(Bebianno & Serafim, 1998) ou ã mistura metálica (100 pg Cd I1 + 50 pg Cu l1 + 50 
pg Zn I'1). Resultados semelhantes foram obtidos na ostra C. virginica exposta a 100 
pg Cd 11 e à mistura de Cd (100 pg I1) e Cu (25 pg I1) durante 28 dias em que as 
taxas de acumulação deste metal foram semelhantes em ambas as exposições (Engel, 
1999). 
Contudo, quando comparados os coeficientes cinéticos determinados através do ajuste 
do modelo cinético de l4 ordem, verificou-se que as taxas de assimilação e de 
eliminação de Cxi nas bránquias desta amêijoa (Ka - 103 d 1 e K0 0,11 d1) na 
exposição simultânea ao Cd, Cu e Zn foram superiores (cerca do dobro) ás 
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determinadas para a exposição individual de Cd (Bebianno & Serafim, 1998). 
Mostrando que, a presença de Cu e Zn influenciam a incorporação e a eliminação de 
Cd neste tecido, em que existe uma maior incorporação e também maior eliminação 
deste metal, |)or competição pelos ligandos celulares disponíveis. Resultando no caso 
da mistura metálica num FBC (930) inferior comparativamente com o determinado 
na exposição individual (FBC - láiM)). 
A semelhança do que aconteceu na exposição ao Cd, a taxa de acumulação de Cu no 
mesmo tecido não foi significativamente diferente entre as amêijoas expostas 
separadamente a 50 pg Cd 11 (Capítulo IV) ou á mistura metálica No entanto, e 
contrariamente à acumulação de Cd nas brânquias, os coeficientes cinéticos 
determinados através do ajuste do modelo cinético de I" ordem, mostraram que as 
taxas de assimilação e de eliminação de Cu (Ka ■ 54 d 1 e K,. - 0,013 d"1) na exposição 
simultânea aos diferentes metais foram inferiores comparativamente com os 
calculados para a exposição individual de Cu, mostrando que apesar deste tecido 
incorporar menos Cu, na presença de Cd e Zn, elimina também mais lentamente os 
teores deste elemento, resultando num FBC superior na exposição polimctálica (FBC 
- 4015) comparativamente ao determinado na exposição isolada (FBC - 1302). 
Contrariamente ao efeito da mistura metálica na acumulação de Cd e Cu, a 
incorporação Zn nas brânquias comparativamente com a exposição individual a este 
metal (Serafim, 1993) não apresentou diferenças significativas. 
Na glândula digestiva o padrão de acumulação de Cd na exposição á mistura metálica 
foi distinto do observado na exposição individual de Cd. No caso da mistura metálica, 
os teores de Cd são acumulados até atingir um equilíbrio, mostrando que existe 
saturação dos ligandos, contrariamente «ao observado nas exposições isoladas de (d (4, 
40 e 100 pg Cd l"1) em que os teores deste metal são acumulados exponencialmente ao 
longo de lodo o período de exposição (Capitulo III e Serafim, 1993). Por outro lado, o 
padrão de acumulação de Cu e Zn na exposição ã mistura metálica foi semelhante ao 
observado na exposição individual a estes metais. Em ambas as exposições, os teores 
de Cu foram acumulados linearmente, com taxas de acumulação ligeiramente 
superiores na exposição a 50 pg Cu I ', mas não significativamente diferentes (/»0,05), 
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enquanto que os teores de Zn foram regulados nos dois tipos de exposição 
(si ngn lar/composta). 
Na restante parte edivel o padrão de acumulação destes metais também íoi 
semelhante em ambos os tipos de exposição. Os teores de Cxi e Cu foram acumulados 
linearmente e os de Zn variaram durante todo o período de exposição. No entanto, as 
taxas de acumulação de Cd e Cu na exposição polimetálica foram significativamente 
superiores comparativamente á exposição individual. 
As diferenças observadas na acumulação de Cd, Cu e Zn nos diferentes tecidos da 
amêijoa R decnssatas exposta individualmente e simultaneamente a estes metais, 
provocam respostas distintas na indução de MT. A exposição simultânea de metais 
provoca uma maior indução desta proteína 
Estas diferenças devem-se principalmente á acumulação destes metais na fracção 
FBPM, na qual se encontra a MT. Apesar das semelhanças entre a acumulação de Cd 
nos diferentes tecidos da amêijoa exposta individual e simultaneamente a mesma 
concentração de Cd, verificou-se que a velocidade de acumulação deste metal na 
fracção FBPM, no inicio do período de exposição foi superior nos tecidos das 
amêijoas expostas à mistura metálica, mostrando que este metal é acumulado 
rapidamente e que se liga á MT, à qual apresenta grande afinidade para o Cd. 
Também a acumulação de Cu na fracção FBPM apresenta um comportamento 
semelhante, aumentando linearmente durante todo período de contaminação em 
ambas as exposições (singular/composta), embora na exposição à mistura metálica a 
velocidade de acumulação seja significativamente superior, indicando que a MT 
nesta fracção (presente e/ou induzida) encontrar se em quantidade suficiente para se 
ligar ao excesso de Cu. Por outro lado, a concentração de Zn nesta fracção mostrou 
sofrer mais oscilações na exposição à mistura metálica comparativamente com a 
exposição individual deste metal, evidenciando uma transferência dinâmica do Zn 
desta proteína para outros ligandos das outras fracções subcelulares. 
Apesar de não ter sido utilizado um design experimental quantitativo, que permitisse 
classificar a acção dos metais como aditiva, mais que aditiva ou menos que aditha 
(Altenburger et al, 1993), este estudo aponta para um efeito sinergético na indução 
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de MT na presença sinmltânea dos três metais. Os resultados sugerem que o Cd na 
presença dos outros metais é rapidamente acumulado, sendo inicialmente o principal 
indutor de MT, através da substituição do Zn. O Zn parece servir como elemento de 
renovação, proporcionando um aumento nos níveis de MT. Com o decorrer do tempo, 
o Cd é também substituído jkíIo Cu, o qual apresenta uma grande afinidade para esta 
proteína A substituição de Cd |)or Cu na MT, foi também observada na reacção Cdr 
MT-2 (isolada a partir de fígado de coelho) com Cu(II), resultando Cd&CuVMT. 
Nesta reacção o Cii(II) é reduzido a Cu(I) acompanhado pela oxidação dos grupos 
tiólicos da proteína (Vaher et ãl, 8001). Similarmente, Yang et al (2000) 
observaram a substituição de Cd por Cu no complexo Cd-MT, resultando num 
aumento de Cu na fracção que contém a MT, em fígado de ratos após 7 dijis de terem 
sido injectados intraperitonialmente com 8 mg Kg 'deCdClg. 
Resultados semelhantes foram obtidos |K)r Engel (1009) na ostra C. virginica, em que 
observaram uma indução de MT distinta na exposição isolada ao Cd (100 pg 1 ') e ao 
Cu (85 pg 1"') relativamente à combinação destes dois metais. Este estudo mostrou que 
os uiveis de MT aumentaram para cerca do dobro ao fim de 28 dias de exposição á 
mistura de Cd e Cu, verificando que o Cu substitui o Cd na MT, mas o Cd não é 
eliminado do organismo. Também no fígado da truta Salmo gairdneri exposta 
simultaneamente ao Cd, Cu e Zn foi observado um aumento significativo dos níveis 
de MT ao fim de 4 semanas de exposição, comparativamente com a exposição 
individual de cada um destes metais, verificando-se um aumento de Cu associado à 
MT no final do período de exposição (Roch & McCarter, 1084). 
No l igado da truta arco-iris (Oncorbynchus mykiss) exposta simultaneamente a Cd e 
a Zn (1,5 pg Cd 11 + 800 pg Zn 11 e 10 pg Cd 11 + 1000 pg Zn l"1), o efeito da mistura 
«leste dois metais na resposta da MT não corresponde à soma dos efeitos das 
««posições individuais de cada metal, sendo a res()osta da MT dominada pelo efeito 
de Cd (Lange et al, 8008). Por outro lado, no mesmo tecido desta espécie exposta a 
uma mistura de Cu e Zn (16 pg Cu l1 4 21 pg Zn l1 c 16 pg Cu 1 1 + 50 pg Zn l'1) os 
teores de Cu aumentam significativamente na presença do Zn, no entanto não foram 
observadas diferenças nos níveis de MT (Dethloff et al, 1009). 
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De uma forma geral podemos concluir que o efeito da exposição polimetálica nos 
diferentes tecidos de R decussatusresulta numa maior indução de MT nos tecidos da 
amêijoa R deensvitus, em que o Cd é inicialmente o principal indutor de MT, 
através da substituição do Zn, no entanto com o decorrer do tempo este elemento é 
também substituído pelo Cu. Desta forma, a resposta da MT relativamente à 
concentração individual de cada um destes metais é distinta da obser\ada na 
exposição à mistura metálica, devido à forma como os metais interactuam entre si, de 
acordo com a sua afinidade para esta proteína. Estes resultados têm implicações em 
estudos de campo, onde estes metais podem ocorrer simultaneamente. 
Metalotionina como biomarcador de contaminação metálica na amêijoa Rudilapcs deciissaiii.'- 
, , w,, VARIAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE METAIS E 
V-api U O METALOTIONINA NUMA POPULAÇÃO NATURAL DE 
amêijoas Rudiíapes decussatus 
Bebianno, MJ. & Serafim, M.A., 2003. Variation of metal and metallothionein 
concentrations in a natural population of Ruditapes decussatus. Archives of 
Environmental Contamination and Toxicology, 44: 53-66. 
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7.t INTBODUÇÃO 
()s moluscos são sensíveis à presença de metais, por apresentarem uma capacidade 
reduzida para regular a concentração metálica nos seus tecidos. A distribuição 
interna de ligandos metálicos influencia parcialmente a cinética do balanço metálico 
entre acumulação e eliminação, sendo esperadas variações intercspeci ficas na 
concentração metálica Ligandos capazes por desintoxicar os metais desempenham 
um papel crucial ao conferirem resistência aos metais acumulados. A indução de 
proteínas metálicas solúveis, como as metalotioninas (MTs), parece ser uma boa base 
para examinar as respostas dos organismos num ambiente natural (Langston et ai, 
1998). 
Trabalhos recentes sobre MT têm demonstrado, que estas proteínas de baixa massa 
molecular, estáveis ao calor e de natureza não enzimática, que existem no citoplasma 
e também no núcleo das células de moluscos marinhos, têm uma forte afinidade para 
se ligarem a catiões metálicos da classe li Nestas espécies, a MT está envolvida na 
regulação celular e na desintoxicação de metais essenciais e não-essenciais. A 
introdução de metais nas células pode induzir a síntese destas proteínas e o aumento 
da quantidade de MT pode ser considerado uma resposta bioquímica á contaminação 
metálica Combinando a determinação da concentração de MT com observações 
associadas a alterações na partição metálica nos tecidos dos moluscos, pode obter-se 
um conhecimento mais aprofundado sobre os processos de bioacumulaçâo, 
transferência, armazenamento e eliminação dos diferentes metais (Langston et nJ., 
1998; Isani et ai., 2000; Cosson, 2000). 
Desde a sua descoberta mus ostras (Casterline & Yip, 1975) e mexilhões (Noél- 
Lambot, 1970), a MT têm sido proposta como um biomarcador especifico na detecção 
precoce de efeitos nocivos causados |K)r contaminação metálica era populações 
naturais (Viarengo, 1989; Boesijadi, 1994a). A determinação da concentração de MT 
em mexilhões é um indicador útil sobre a contaminação jKir Cd, Hg e possivelmente 
Ag e Cu. Por esta razão, vários estudos sugerem que a determinação dos uiveis de M I 
seja incorporada em esquemas de monitorização ambiental com o objectivo de prever, 
a nível molecular, alterações bioquímicas causadas por metais em traço antes de 
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serem observados efeitos toxicológicos (Langston et ai, 1998). No entanto, a 
concentração de MT é influenciada por vários factores bióticos e abióticos. Isto é 
especialmente relevante em estudos de campo, onde factores, como a estação do ano, o 
sexo e a idade/tamanho podem influenciar a concentração de MT. De facto, a 
concentração desta proteína em diferentes espécies de bivalves, nomeadamente M. 
galloprorincialis (Viarengo et ai, 1997), G gigas (Cosson, 2000), M. balthica (Bordin 
et ai., 1997) e C. fluminea (Baudrimont et ai, 1997) mostraram uma importante 
variação sazonal na concentração de MT. O efeito da idade/tamanho na concentração 
de MT pode, no entanto, ser minimizado recolhendo organismos com o mesmo 
tamanho. O |)eso do organismo foi também considerado um factor biótico importante, 
uma vez que varia com a estação do ano, devido ao ciclo reprodutor e á 
disponibilidade de alimento. Desta forma, a regulação endógena de MT deve ser 
tomada em consideração antes da MT ser utilizada como um biomarcador de 
exposição metálica. 
Para além da utilização da MT como biomarcador em populações naturais de 
mexilhão de água doce P. grandis (Wang et ai, 1999) e de ostra C. virginica 
(Roesijadi, 1994a) existem poucos exemplos de validação de MT em estudos de campo. 
A amêijoa li decussatus é um molusco suspensivoro, amplamente distribuído na 
zona costeira da Europa (do Reino Unido á Mauritânia) e do Mediterrâneo. Devido 
ao seu importante valor económico, esta espécie foi seleccionada para bioindicador de 
alterações metálicas ambientais. Em Portugal, a amêijoa R decussatus é cultivada 
extensivamente na zona intertidal da ília Formosa, um importante sistema lagunar 
da costa sul de Portugal, com uma área de 14522 ha classificada como Parque 
Nacional. O cultivo desta amêijoa é uma importante actividade económica para os 
habitantes da região, onde existem aproximadamente 1500 viveiros que ocupam um 
total de 1000 ha, produzindo 8000 ton jior ano (equivalente a 70 milhões SUS/ano), 
90% da qual é exportada. No entanto, nos últimos 10 anos, a produção desta espécie 
diminuiu como resultado da deterioração da qualidade da água da lagoa Como 
consequência, a mortalidade de amêijoas aumentou, verificando-se em alguns locais 
es|>ecificos o desaparecimento total desta espécie. Os metais lançados no interior da 
lagoa através de efluentes domésticos não tratados, de unidades industriais e de 
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escorréncias a^ricohm, contribuíram para o declínio desta população de amêijoas e 
(ornarain-se uma ameaça do ponto do vista ambiental (Bebianno, IÍH)5). 
A amêijoa R decassatus, tal como outras cs|)éeies de moluscos, acumula elevadas 
concentrações de Cd e Cu sem efeitos nocivos aparentes (Henry et ai., 11)84; Bebianno 
et ai, 11)9:4; Boméo & Gnassia-Barelli, 1995), reflectindo nos seus tecidos as 
concentrações desses metais no ambiente (Cortesão et ai, 1986; Bebianno, 1995). No 
entanto, a concentração de Zn parece ser regulada nesta espécie (Cortesão et ai., 1986, 
Bebianno et ai, 1994). Desta forma, a concentração de metais nos tecidos de R 
decussatus depende de diferentes processos bioquímicos que ocorrem nas células. 
O envolvimento de MT na tamponização intracelular de iões metálicos é evidente 
nesta espécie de molusco, exposta a (kl e Cu em ensaios laboratoriais (Bebianno et ai, 
199:3, 1994; Boméo & Gnassia-Barelli, 1995). A MT foi induzida na parte edivel total, 
brânquias, glândula digestiva e restantes tecidos da amêijoa R decussatus após a 
exposição a metais essenciais (Cu) e não essenciais (Cd) (Bebianno et ai, 199:3, 
Boméo & Gnassia-Barelli, 1995, Hamza-Chaffai et ai, 1998). A concentração de MT 
nas brânquias aumentou para o dobro após exposição a (kl (Bebianno et ai, 199:3, 
1994). Contudo, recorrendo a técnicas flurométricas Boméo & Gnassia-Barelli (1995), 
investigaram o potencial da indução de MT nas brânquias de R decussatus para fins 
de monitorização e observaram uma fraca indução de MT após uma, semana, de 
exposição a 500 pg Cd l1. Por outro lado, na glândula digestiva não se observou 
qualquer indução após cinco dias de exposição a Cu (75 pg l1) (Hamza-Chaffai et ai, 
1998), mas quando foram expostas a Cd (100 pg l1), os teores de MT neste tecido 
duplicaram (Bebianno et ai, 1993; 1994). 
Por isso, este bivalve foi considerado um modelo muito interessante do ponto de vista 
económico e ecotoxicológico. No entanto, existe um número muito limitado de estudos 
sobre os niveis de MT em populações naturais de R decussatus (Bebianno et ai, 
1993; Hamza-Chaffai et ai, 1999). O presente Capitulo descreve a variação da 
partição dos metais e da concentração de MT em R decussatus recolhidas na Bia 
Formosa ao longo de um gradiente de concentração metálica. Embora o efeito do sexo 
possa influenciar as concentrações de MT, este efeito não foi considerado |K>rque não 
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existem variações significativas das concentrações metálicas entre sexos nesta espécie 
(ver Capitulo II). 
A dinâmica espacial e sazonal da distribuição da concentração total e subcelular 
(fracção insolúvel - Fl, fracção solúvel de elevado peso molecular - FEPM e fracção 
solúvel de baixo peso molecular tratada termicamente - FBPM) de metais (Cd, Cu e 
Zn), juntamente com a dos niveis de MT foi estudada nas bránqnias, glândula 
digestiva e restante parte edível, durante um ano para avaliar a iKíssibilidade de 
utilizar a MT como um biomarcador de exposição metálico, em diferentes tecidos 
nesta população natural de amêijoas. 
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7.2. MATERIAL E MÉTODOS 
7.2.1. Amostragem e preparação das amostras 
Amêijoas /i dwassatas (comprimento da concha 3(5,0 ± 0,1 mm, peso seco médio 0,55 
± 0,07 g) foram recolhidas durante um tino (1094/95) na Primavera, Verão, Outono e 
Inverno, em diferentes locais da Ria Formosa, localizada na costa sul de Portugal 
(Figura 7.1). Os locais de amostragem foram seleccionados de acordo com um 
gradiente de concentração metálico (Bebianno, 1995). 
Figura 7.1 - Locais amostrados na Ria Formosa 1) Faro; 2) Olhão; 3) Tavira; 4) Marim; 5) 
Ramalhete: 6) Torre d Aires; 7) Farol; 8) Culatra; 9) Armona 
As amêijoas recolhidas nos diferentes locais foram transportadas para o laboratório, 
depuradas durante 24 horas, e dissecadas em hrânquias, glândula digestiva e restante 
parte edivel. Cada um dos tecidos foi pesado e o índice de condição (IC) calculado 
3*50' N  
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através da razão: (peso seco do órgão/peso seco da concha) x 100. Amostras compostas 
de seis tecidos foram usadas para determinar as concentrações de metais (Cd, Cu o 
Zn) e de MT, como descrito seguidamente. 
Os tecidos foram homogeneizados em três volumes de tampão Tris-HCl 0,02M (pTT 
8,0), num banho de gelo (40C). Subamostras de homogeneizado foram retiradas para 
a determinação da concentração total de metais e da razão peso fresco / jkíso seco de 
cada um dos tecidos. Outra aliquota de homogeneizado (3 ml) foi centrifugada a 
30000 g durante 45 minutos a 4,>C. O sobrenadante foi separado do resíduo (FI), 
tratado termicamente a 80°C durante 10 min e re-centrifugado nas mesmas condições 
para precipitar os ligandos de elevado peso molecular (FEPM) (como esquematizado 
na Figura 2.2 do Capitulo TI - secção 2.2). A concentração de MT foi determinada no 
citosol tratado termicamente por polarografia diferencial com impulsos, como 
descrito por Bcbianno & Langston (1989) e a concentração de metais foi determinada 
em todas as fracções subcelulares por espectrofotometria de absorção atómica, após 
digestão com ácido nitrico em forno de microondas (Capitulo 11 — secção 2.2). 
As concentrações de MT e de metais estão expressas em nmol g 1 de peso seco do tecido 
inicialmente homogeneizado. A qualidade dos resultados foi assegurada pela análise 
de metais ao TORT I de hepatopâncreas de lagosta (National Research Council 
Canada). Os dados obtidos (média ± s.d.) foram 26,3 ±2,1 pg g1 para o Cd, 449 ± 0,04 
pg g 1 para o Cu e 160 ± 0,7 pg g'1 para o Zn comparado com os valores certificados de 
26,98 ± 0,01 pg g1, 439 ± 22 pg g1 e 177 ± 10 pg g"1, respectivamente. 
7.2.2. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
A variação geográfica e sazonal da concentração de metais e de MT foi testada nos 
diferentes tecidos através análise de variâncias (ANOVA) com duas entradas, 
considerando o local e as estações do ano como variáveis independentes. Para 
discriminar as diferenças entre os locais e as estações do ano loi utilizado o teste de 
Duncan. A estes dados também foram aplicadas análises de regressão (linear e 
múltipla). 
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A análise de coinjíonentes principais (l^-A) foi também utilizada para o 
agrupamento dos diferentes locais amostrados. ()s dados foram normalizados de 
acordo com a seguinte expressão: (xj-Xg)/k, onde Xj corresponde à média da 
concentração de cada metal e MT obtida em cada local; Xg corresponde à média 
referente a todos os locais para cada metal e MT e s corresponde ao desvio padrão 
relativo à média a> 
Com o objectivo de expressar a MT (variável dependente) em função da concentração 
de metal e peso dos organismos (variáveis independentes), as variáveis independentes 
foram padronizadas para evitar a diferença das unidades de acordo com a seguinte 
equação: 
Xi - (Xi-(XÍ max + Xj min)^)/'((^i max " min)^) 
Onde, X; - +1 para o valor máximo da variável e Xj - -J para valor mini mo. Xj niin 
corresponde ao valor mais baixo de cada variável e Xj max ao valor mais elevado. 




Na Figura 7.2 eucontram-se os resultados da análise de PCA cora todos os dados de 
metais e de MT dos diferentes locais apresentados na Figura 7.1. Os dois primeiros 
eixos (PCI e PC2) explicara cerca de 96% da variação total: a primeira componente 





 ' ^ 




Figura 7.2 - Análise de componentes principais (PCA), em função da concentração de metais e 
de MT na amêijoa li decussatas. 
A análise de agrupamento mostrou que os locais amostrados estão agrupados cm três 
zonas diferentes: zona A - locais próximos dos centros urbanos (locais 1-3); zona B - 
locais na zona intermédia da Ria Formosa (locais 4-6) e zona ( - locais influenciados 
pela entrada de água do oceano (locais 7-9) (Figura 7.2). Assim, os resultados da 
variação espacial e sazonal da concentração de metais e de MT foram analisados 
considerando estas três zonas distintas (A, B e C). 
7.3.1. Distribuição dos metais pelos diferentes tecidos 
A concentração total de Cd, Cu e Zn nas brânquias, glândula digestiva e restante 
parte edível das amêijoas /í decussatas, recolhidas nas três zonas da Ria Formosa, 
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durante um j)erí(Mlo de um ano, encoutra-se nas Figuras 7.3-7.5 e Tabelas 7.1-7.3, 
respectivamente. 
A concentração mais elevada de Cd foi detectada na glândula digestiva e a mais baixa 
na restante parte edivel (Figura 7.3). Desta forma, a concentração total de Cd 
decresceu de acordo com a seguinte sequência: glândula digestiva > brânquias > 
restante parte edivel, sendo a concentração deste metal significativamente diferente 
entre cada um dos tecidos (/kO.Oo). 
A distribuição da concentração total de Cu entre os três tecidos loi relativamente 
semelhante à do Cxi (Figura 7.4). A concentração de Cu decresceu na seguinte ordem: 
glândula digestiva « brânquias > restante parle edivel. Não foram ol)servadas 
diferenças significativas entre a concentração de Cu na glândula digestiva e nas 
brânquias (/»(),05), no entanto os níveis de Cu nestes dois tecidos loram 
significativamente superiores aos observados na restante parte edivel (/*0,05). 
O padrão de distribuição da concentração de Zn foi, contudo, diferente da dos outros 
dois metais (Figura 7.4). A concentração mais elevada de Zn foi detectada nas 
brânquias, seguida da glândula digestiva e por último da restante parte edivel. A 
concentração de Zn foi significativamente diferente entre cada um dos tecidos 
analisados (/a0,05). 
7.3.1.1. Variação espacial e sazonal 
A variação espacial da concentração de Cd nas brânquias, glândula digestiva e 
restante parte edivel mostrou que a concentração de Cd é dependente da zona 
considerada (Figura 7.3 e Tabela 7.1). A concentração de Cd mais elevada ocorreu na 
zona A para todos os tecidos (13,6 ± 4,8 nmol g 1 nas brânquias, 32,7 ± 7,6 nmol g'1 na 
glândula digestiva e 7,2 ± 2,2 nmol g 1 na restante parte edivel) (Figura 7.3A e Tabela 
7.1) e foi significativamente diferente das outras duas zonas (/*(),05). 
A distribuição espacial de Cu mostrou que as concentrações mais elevadas deste metal 
ocorreram nas zonas A e B, para todos os tecidos (Figura 7.4). Ao contrário do que 
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aconteceu para o Cd, a concentração de Cu nas três zonas não foi significativamente 
diferente (/a0,00). 
A concentração de Zn, contrariamente à dos outros metais, não apresentou qualquer 
variação espacial significativa (/a0,05). 
A variação sazonal dos três metais também mostrou um padrão diferente. A variação 
sazonal da concentração de Cd na glândula digestiva íoi significativamente mais 
elevada no Verão e no Inverno na zona A, enquanto que nas brânquias e restante 
parte edivel não houve diferenças significativas entre as estações (/>0,05) (Figura 
7.3A). Nas outras duas zonas, o padrão sazonal nos diferentes tecidos foi semelhante 
ao da zona A, embora a concentração de Cd seja menor (Figura 7.3B-C). 
Relativamente ao Cu, não foram detectadas diferenças sazonais significativas entre 
os tecidos para na zona A (Figura 7.4A). Na zona B, apenas a concentração de Cu nas 
brânquias foi significativamente superior no Verão e no Inverno quando comparada 
com a Primavera e o Outono (Figura 7.4B). Na zona C, cora excepção da glândula 
digestiva (onde se verificou a existência de diferenças significativas na concentração 
de Cu entre Verão e Outono), não houve variações significativas nos outros dois 
tecidos (/a0,05) (Figura 7.4C). 
Para o Zn, com a excepção das brânquias na zona B (onde as concentrações de Zn no 
Inverno foram significativamente sujKíriores quando comparadas com as outras 
estações - Figura 7.4B) e da glândula digestiva na zona C (onde as concentrações de 
Zn no Verão foram significativamente superiores quando comparadas com as outras 
estações - Figura 7.4C) (/*(),05), não ocorreram diferenças significativas entre as 
estações do ano (/a 0,05). 
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Figura 7.3 - Variação sazonal da 
concentração dc Cd (média ± a) nas 
brânquias, glândula digestiva e restante 
parte edivel djus amêijoas recolhidas nas 
zonas A (A), B (B) e C (C) da Ria 
Formosa, (valores seguidos da mesma 
letra não são significativamente 
diferentes (/»0,05)). 
□ Brânquias ■Gl. Digestiva □ Resto 
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Figura 7.4 — Variação sazonal da 
concentração dc Ou (media ± a) nas 
brãnquias, glândula digestiva e restante 
parte edivel das amêijoas recolhidas nas 
zonas A (A), B (B) e C (CT) da Ria 
Formosa, (valores seguidos da mesma 
letra não são significativamente 
diferentes (/a0,0'»)). 
□Brãnquias ■Gl. Digestiva □ Resto 
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Figura 7.5 - Variação sazonal da 
concentração de Zn (média ± O) nas 
branqui as. glândula digestiva e restante 
parte edivel das amêijoas recolhidas nas 
zonas A (A), li (B) e C (C) da Ria 
Formosa, (valores seguidos da mesma 
letra não são significativamente 
diferentes (p>0,05)). 
□ Brânquias ■ Gl. Digestiva □Resto 
Pri Ver Out Inv 
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7.3.2. Distribuição stibcelui^ar db metais 
A distribuição subcelular de ("d, Cu e Zn nas brânquias, glândula digestiva e restante 
parte edivel de Ji decnssatas recolhidas nas três zonas da Hia Formosa encontra-se 
nas Tabelas 7.1-7.3, respectivamente. 
A maior percentagem de Cd (>50%) foi, em todos os tecidos, na fracção FBPM onde 
está maioritariamente ligado á MT, seguida pela fracção insolúvel (FI) (>20o) e as 
proteínas de elevado peso molecular (FEPM) (=13%) (Tabela 7.1). Esta distribuição 
subcelular não foi significativamente diferente entre tecidos (/^0,05), excepto para a 
zona C, onde a percentagem de Cd nas fracções Fl e FBPM foi significativamente 
diferente na glândula digestiva e restante parte edivel (/*0,05). 
A distribuição subcelular de Cd em todos os tecidos, seguiu o mesmo padrão da 
variação da espacial da concentração total de Cd, sendo dependente da zona. Nos três 
tecidos, o Cd ligado à fracção solúvel (FBPM e FEPM) e insolúvel (FI) foi 
significativamente superior na zona A, quando comparado com as outras duas zonas 
(B e C) (/x0,05). Similarmente, na fracção solúvel, o Cd ligado â fracção que contém 
a MT (FBPM) (>6õ% do total de Cd) foi também significativamente superior na zona 
A (/*0,05), enquanto que a percentagem de Cd ligado â fracção FEPM (>13%) não 
apresentou qualquer variação espacial. 
Tal como para a concentração de Cd total, a percentagem de Cd ligado â MT (FBPM) 
mostrou alguma variabilidade sazonal, aumentando no Verão (76%) e no Inverno 
(71%) na zona A. Por isso ocorreu uma alteração na razão solúvel / insolúvel somente 
devido a um aumento do Cd na fracção FBPM, provavelmente ligado â MT. Ura 
padrão sazonal semelhante foi encontrado para a distribuição subcelular de Cd nas 
zonas B e C para as brânquias e glândula digestiva, tendo sido menos evidente na 
restante parte edivel (Tabela 7.1). 
A distribuição subcelular de Cu nos três tecidos de R decussatus foi semelhante à do 
Cd (Tabela 7.2). A maior percentagem deste metal (60 a 70% do total de Cu 
acumulado) encontra-se associada à fracção solúvel (FEPM e FBPM), em todos os 
tecidos. Nesta fracção a concentração de Cu mais elevada encontra-se associada à 
fracção FBPM (= 50%), embora em percentagem significativamente inferior que a do 
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Cd. No entanto, ao contrário do Cd uma quantidade importante de Cu está presente 
na fracção insolúvel (= 35%). Também contrariamente ao observado com o (Jd, a 
distribuição subcelular de Cu foi semelhante em todos os tecidos, zonas e estações do 
ano. 
A distribuição subcelular de Zn nos três tecidos de Jí decassatas foi diferente da dos 
outros dois metais, sendo oposta á do Cd (Tabela 7.3). A concentração mais elevada de 
Zn foi detectada na fracção FI, sendo dependente do tecido (>(>()% nas bránquias, >45% 
na glândula digestiva e >50% na restante parte edivel), seguida da fracção proteica 
FEPM (>20%). Somente uma pequena percentagem de Zn está ligada á fracção que 
contém a Ml1 (>15%). 
Ao contrário do verificado para o Cd, não foram observadas diferenças significativas 
na distribuição de Zn entre zonas (//>0,05). No entanto, foram detectadas diferenças 
significativas na concentração de Zn nas fracções FI e FEPM, entre jis bránquias c a 
glândula digestiva, mas na fracção FBPM a percentagem de Zn foi semelhante entre 
os três tecidos (Talada 7.3). Tal como para o Cu, não foram observadas diferenças 
significativas na distribuição subcelular de Zn para a maior parte dos locais e das 
estações do ano, com a excepção da zona A, para as bránquias e glândula digestiva 
Nestes dois tecidos a percentagem de Zn ligado á fracção citosòlica diminuiu (de 13 
para 11% nas bránquias e de 19 para 11% na glândula digestiva) do Verão para o 
Inverno. Assim, embora a concentração de Cd tenha aumentado na fracção citosòlica 
a concentração de Zn ligado á MT diminuiu ligeiramente, o que conduziu á 
modificação da razão solúvel / insolúvel de Zn nas bránquias c na glândula digestiva. 
Assim, enquanto o Cd ligado á MT aumenta, o Zn ê removido c redistribuído pelos 
outros dois componentes subcelulares, uma vez que a concentração total de Zn não se 
alterou. 
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Tabela 7.1 - Concentração de Cd (total e subcelnlar) (média ± Cl) nas branqui as, glândula digestiva 
e restante parte edível das amêijoas recolhidas em diferentes zonas da Ria Formosa. 
Total Fl FEPM FBPM (nmol g"1 (nmol g'1 (nmol g"1 (nmol g 1 
peso seco) peso seco) peso seco) peso seco) 
Pri 9,86 ± 1,67 2,06 ± 1,26 1,29 ±0,27 5,92 ± 0,26 
19,27 + 0,88 3,48 ±0,95 2,53 ±0,70 15,85 ± 0,80 
Zona A Out 9,33 + 0,68 2,23 ± 0,16 1,61 ±0,42 6,50 ±0,88 
16,02 ±0,75 3,55 ±1,26 1,38 ±0,48 12,43 ±0,35 
13,62 + 4,84 2.67 ± 1.23 (20%) 1.20 ±1,00 (12%) 8.93 ± 3.76 (68%) 
V) Pri 4,34 + 0,11 1,28 ±0,20 0,30 ±0,03 1,44 ±0,41 
.2 Ver 6,64 + 0,23 1,14 ±0,49 0,95 ±0,06 3,34 ±0,61 
cr Zona B Out 4,21 ± 0,82 0,85 ± 0,25 0,56 ±0,26 2,22 ±0,21 
5,98 + 0,68 1,60 ± 0,12 0,92 ±0,47 4,01 ±0,28 
m média 5,29+1,21 1.22 ±0,31 (28%) 0.68 ±0,31 (14%) 2.75 ±1,15 (58%) 
3,65+ 0,20 0,74 ±0,09 0,21 ±0,05 1,60 ±0,35 
Ver 7,86 + 0,77 1,63 ±0,54 1,07 ±0,23 3,95 ± 0,29 
Zona C Out 4,50 ±0,98 1,00 ±0,24 0,43 ± 0,21 2,00 ±0,08 
6,18 + 0,85 2,36 ±0,47 0,76 ±0,21 3,98 ±0,40 
5,55 ± 1,86 1.43 ± 0.72 (29%) 0.62 ±0,38 (12%) 2,88 ± 1,26 (59%) 
Pri 15,26+2,90 3,34 ± 0,47 1,66 ±0,50 9,93 ± 2,33 
Ver 29,76 ± 8,28 6,51 ± 1,18 3,47 ± 1,44 20,38 ± 1,50 
Out 16,94± 1,99 4,11 ±1,05 1,81 ±0,83 11,10± 1,31 
28,71 + 5,63 6,00 ±1,55 2,78 ±0,99 19,15 ± 2,84 
> 22,67 ± 7,63 4,49 ±2,07 (22%) 2.43 ±0,85 (11%) 14.39 ±4,03 (67%) 
Pri 5,16 + 0,49 2,51 ±0,81 1,27 ±0,30 3,27 ± 0,79 
O) 13,62+2,61 3,23 ±0,87 2,56 ±0,34 7,98 ±0,84 T3 Out 7,84 ±1,29 2,40 ±1,51 1,12 ±0,03 5,06 ± 0,87 
8,30+1,64 2,60 ±0,55 1,60 ±0,63 6,42 ± 1,45 
Tl média 8,73 ±3,54 2,68 ± 0,37 (28%) 1,39 ±1,01 (16%) 5,68 ± 2,00 (56%) 
<(T3 Pri 7,61 + 0,28 1,73 ±0,69 1,17 ± 0,43 3,62 ±0,35 
O Ver 11,77 + 2,44 2,24 ±0,55 1,86 ±0,36 7,54 ±0,61 
Zona C Out 6,84 ±0,80 1,54 ±0,21 0,69 ± 0,06 4,36 ±0,50 
11,29± 1,07 3,05 ±0,52 2,28 ± 0.72 6,60 ±0.31 
média 9,38 + 2,51 2.14 ±0,67 (24%) 1.50 ±0,71 (16%) 5,53 ± 1,84 (60%) 
Pri 4,71 ±0,45 0,89 ± 0,49 0,75 ±0,08 2,81 ± 0,58 
9,69+ 1,84 2,02 ±0,84 1,38 ±0.43 7,56 ±0,73 
Zona A Out 6,15± 1,29 1,93 ±0,55 0,38 ±0,14 4,43 ± 1,01 (D 8,04 ±2,04 1,47 ±0,55 0,96 ± 0.36 5,51 ±1,16 
7,15 + 2,17 1.33 ±0.53 (21%) 0.87 ±0,42 (12%) 4,58 ± 2,04 (67%) O Pri 1,38 + 0,07 0,42 ±0,05 0,13 ±0,03 0,94 ±0,19 
t 2,90 ±0,94 0,66 ±0,09 0,66 ±0,18 1,29 ±0.21 CO Zona B Out 3,03 ± 1,03 0,99 ±0,20 0,18 ±0,03 2,13 ± 0,71 
1,85 + 0,13 0,57 ±0,08 0,26 ± 0,02 1,47 ± 0,18 








2,64 ± 0,45 
3,77 ± 1,14 
2,48 ± 0,40 




1,14 ±0,12 (32%) 
0,76 ±0,14 
0,34 ±0,09 
0,66 ± 0,06 




1,88 ±0,18 (53%) 
(n-O; Fl: fracção insolúvel; 
baixo |)eso molecular). 
FEPM: fracção proteica de elevado peso molecular; FBPM: fracção proteica de 
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Tabela 7.2 - Concentração de Cu (total e subcelular) (média ± O) nas brânquias, glândula 
digestiva c restante parte edivel das amêijoas recolhidas em diferentes zonas da Ria Formosa. 
Total FI FEPM FBPM (nmol g 1 (nmol g"1 (nmol g"1 (nmol g"1 
peso seco) peso seco) peso seco) peso seco) 
Pri 116,3 ± 17,9 37,0 ±10,8 18,0 ±1.2 56,7 ±5,8 
Ver 182,0 ±11,4 62,7 ±2,3 43,7 ±2.0 77,0 ±9,0 
Zona A Out 135,0 ±24,5 43,7 ±13,7 25,3 ±1,8 52,3 ±4,5 
Inv 189,3 ±40,5 65,0 ±24,2 31,0 ±4.7 96,7 ±9,9 
média 155,7 ±35,6 52,1 ±13,9 (34%) 29,5 ±10,8 (19%) 70,7 ± 20,4 (47%) 
0) Pri 135,3 ±5,4 35,3 ±8,9 19,7 ±3,2 57,3 ±7,7 
.55 Ver 161,3±6,9 55,7 ±13,8 38,3± 10,4 67.7 ± 2.7 mJ CT Zona B Out 96,3 ±6,4 39,3 ±8,9 17,0 ± 3,0 40,0 ± 1,7 C 
«0 Inv 241,0 ±69,5 72,3 ±17,3 36,7 ±3,9 111,0 ±30,2 
m média 158,5±61,1 50,7 ±16,9 (35%) 27,9 ±11,1 (19%) 69,0 ±30,2 (46%) 
Pri 131,3 ± 14,2 42,7 ±12,0 22,7 ±4,8 65,7 ±4,1 
Ver 163,0 ±14,2 57,7 ±9,8 36,3 ±3,0 69,3 ±3,8 
Zona C Out 125,7 ±29,7 36,0 ±10,0 30,0 ±6,0 59,7 ± 3.7 
Inv 161,3 ±21,6 60,0 ± 13,6 24,7 ±2,4 76,7 ±7,3 
média 145,3± 19,6 49,1 ±11,6 (34%) 28.4 ±6.1 (20%) 67,8 ±7,1 (47%) 
Pri 138,7 ± 7,0 50,7 ±8,3 20,7 ±2,2 67,3 ±2,6 
Ver 205,7 ±5,2 77,7 ±5.2 38,3 ± 1,5 89,3 ±8,7 
Zona A Out 149,0± 13,6 36,0 ±7.2 24,0 ± 0,6 89,0 ±7.5 
ro Inv 193,3± 16,8 60,7 ±4,8 34,3 ±5,2 98,3 ± 16,9 > média 171.7 ±32,8 56,3 ±17,5 (33%) 29,3 ±8,4 (17%) 86,0 ±13,2 (50%) 
Pri 159,3 ± 18,8 53,3 ±8,9 28,0 ±9,3 78,0 ±2,9 O) Ver 181,0± 15,3 67,7 ±9.4 35,0 ±3,2 78,3 ±5,0 Tl Zona B Out 179,0 ±22,9 59,3 ±8.2 36,7 ±6,2 83,0 ±9,0 <C Inv 200,0 ±11,8 71,3± 12,9 25,7 ±4,2 102,7 ±5,2 ■D média 179,8 ±16,6 62,9 ±8,1 (35%) 31,3 ± 5,3 (18%) 85,5 ±11,7 (47%) C 
«T3 Pri 164,7 ±5.2 68,3 ±2,8 26,3 ±4,3 70,0 ±2,5 
O Ver 193,3 ±21,4 77,7 ±8,4 30,0 ±4,4 85,7 ±8,8 
Zona C Out 131.3 ± 16,0 47,0 ±10,6 26,7 ±1,8 57,7 ±7.6 
Inv 159,0 ±20,5 45,0 ±2.5 27,0 ±3,2 87,0 ±15,7 
média 162,1 ±25,4 59,5 ±16,1 (36%) 27.5 ±1,7 (17%) 75,1 ±13,9 (47%) 
Zona A 





































40,1 ±13,1 (33%) 









25,3 ±4,2 (32%) 
28,0 ±4.6 
19,3 ± 4,1 
20,0 ±6,1 




19,3 ± 3,8 
17,2 ±4,9 (20%) 
12,3 ± 1,3 
14,0 ± 2,1 
14,3 ± 3,0 
15,3 ±3,2 














38,5 ±4,4 (50%) 
(n-!); FI: fracção insolúvel; 
baixo jieso molecular). FEPM: fracção proteica de elevado peso molecular; FBPM: fracção proteica de 
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Tabela 7.3 - Concentração de Zn (total e subcelular) (média ± O) nas brãnquias, glândula 
digestiva e restante parte edivel das amêijoas recolhidas em diferentes zonas da Hia Formosa. 
Total Fl FEPM FBPM 
(nmol g'1 
peso seco) (nmol g"
1 
peso seco) (nmol g'
1 
peso seco) (nmol g"
1 
peso seco) 
Pri 1255±178 818±158 171 ±30 267 ± 24 
Ver 1647+ 165 837±156 426 ± 43 184 ± 81 
Zona A Out 1642± 112 1148 ±48 202 ± 38 292 ± 34 
Inv 1592 ±59 907 ±16 514 ±39 171 ±31 




Pri 1644 + 118 1145 ± 91 308 ± 30 192 ±30 
Ver 1570± 50 835 ± 82 429 ±18 306 ± 38 O" 
•— Zona B Out 1472±11 1042 ±67 242 ± 63 188 ±22 k» 
*2 Inv 2074 ± 274 1181±173 502 ± 58 392 ± 48 
m média 1690+ 266 1051 ± 155 (62%) 370 ± 117 (22%) 269 ± 98 (16%) 
Pri 1763 ±270 1336±178 299 ± 95 128 ±22 
Ver 1738 ±77 1183± 105 227 ±27 328 ± 58 
Zona C Out 1507 ±73 1099± 110 216 ±45 192 ±24 
Inv 1509± 68 780 ± 25 468 ± 53 261 ± 12 
média 1629±140 1099 ± 234 (67%) 302 ± 116 (19%) 228 ±86 (14%) 
Pri 1410 ±68 815 ±80 318 ±32 276 ±7 
Ver 1494±141 953 ± 60 319 ± 21 222±113 
Zona A Out 1315± 51 736 ± 34 342 ±74 238 ± 71 
ro Inv 1270± 117 498 ± 69 592 ± 32 179 ± 36 > média 1372±100 701 ± 174 (54%) 393 ± 134 (29%) 279 ± 165 (17%) 
«5 o Pri 1510± 95 801 ± 28 520 ± 99 190 ±31 D) Ver 1320 ±72 519 ±58 449 ±80 353 ± 77 
"O 
ra 3 
Zona B Out 1083±18 529 ± 78 372 ± 27 183 + 65 
Inv 1315 ±89 635±111 513±123 167 ±34 
"D c média 1307 ±175 621 ± 131 (47%) 463 ± 69 (35%) 223 ± 87 (18%) <0 Pri 1240± 84 533 ± 43 511 ±63 196 ±27 
0 Ver 1645 ± 237 766 ± 77 376±141 503 ± 51 
Zona C Out 1246± 37 779 ±34 283 ± 30 185± 18 
Inv 1252 ±49 440 ±3 609 ± 42 203 ± 44 
média 1346 ±200 630 ± 169 (47%) 445 ± 144 (33%) 272 ± 154 (20%) 
Pri 738±143 438±153 216 ±8 184 ±22 
Ver 1076± 65 528 ± 92 353 ± 49 194 ±25 
Zona A Out 997 ± 29 691 ± 14 150 ±20 157 ±41 03 > Inv 929±146 376±124 379 ± 22 175 ±53 
XJ média 935±144 508 ± 137 (53%) 274 ± 110 (29%) 153 ±48 (18%) <v Pri 861 ± 23 499 ± 18 213 ±21 149 ±16 
Ver 1001 ±46 531 ± 79 318 ±50 175 ±31 
ro Q. Zona B Out 949 ±83 570 ± 80 202 ± 43 178 ±67 
OJ Inv 1008± 107 405 ± 29 452 ± 80 151 ±49 
c 
5 in 
média 955 ± 68 501 ± 71 (52%) 296 ± 116 (31%) 163 ± 15 (17%) 
Pri 1114± 116 705 ± 80 267 ± 65 142 ±6 0) ry Ver 1045 ± 53 540 ±55 314 ±75 192 ±33 LL. Zona C Out 816 ±96 520 ± 76 156 ±25 140 ±21 
Inv 976 ± 27 433 ± 18 350 ± 38 193 ±42 
média 988±127 550 ±114 (56%) 272 ± 84 (27%) 167 ±30 (17%) 
(n-9; Fl: fracção insolúvel; FEPM: fracção proteica do elevado i>oso molecular; FBPM: fracção proteica de 
baixo poso molecular). 
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7.3.3. (X)NCENTRAÇÃO DE MT 
A concentração de MT nas brânquias, glândula digestiva e restante parte cdivel da 
amêijoa lí decassatus, recolhidas nas três zonas da Ria Formosa durante um ano, 
encontra-se na Figura 7.6. 
A concentração de Ml1 nos diferentes tecidos da amêijoa (Figura 7.6), apresentou o 
mesmo padrão de distribuição da concentração de Cd. A concentração de MT mais 
elevada (48%) foi encontrada na glândula digestiva, seguida das brânquias (35%) c 
restante parte edivel (17%), e foi significativamente diferente entre os tecidos (/*0,05). 
Assim, a distribuição de MT entre os tecidos decresceu da glândula digestiva > 
brânquias > resto. 
A distribuição espacial da concentração de MT nos diferentes tecidos também foi 
semelhante â do Cd, e |)or isso dependente da zona. De facto, a concentração máxima 
de MT ocorreu na zona A (730 ±34 nmol g1 nas brânquias, 995 ± 44 nmol g1 na 
glândula digestiva c 385 ± 37 nmol g1 na restante parte edivel) e foi 
significativamente diferente das outras duas zonas (/*(),05) (Figura 7.6). 
A variação sazona] da concentração de MT na zona A foi também similar â do Cd, 
com niveis de MT nas brânquias significativamente superiores no Verão e no Inverno 
quando comparadas com os do Outono. Por outro bulo, na glândula digestiva, só 
foram observadas diferenças significativas entre o Verão e a Primavera Para a 
restante parte edivel, os niveis de MT no Verão foram significativamente diferentes 
dos observados na Primavera e Outono (/*(),05) (Figura 7.6A). Para as zonas B e C 
não se observaram variações sazonais na concentração de MT nos três tecidos 
(Figuras 7.6B-C). 
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Ver Out Inv 
Figura 7.6 - Variação sazonal da 
concentração de MT (média ± O) nas 
branqui as, glândula digestiva c restante 
parte odivel das amêijoas recolhidas nas 
zonas A, B e C da Ria Formosa, (valores 
seguidos da mesma letra não são 
significativamente diferentes (/A(),Oã)). 
□ Brânquias ■ GL Digestiva □ Resto 
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7.3.4. Influência do peso 
As variações no índice de Condição (IC) reflectem principalmente as alterações 
sazonais no peso dos diferentes tecidos. A relação entre o 1C de cada tecido e as 
concentrações dos metais e MT encontrar se na Figura 7.7. As concentrações de metais 
e MT aumentaram com o aumento do IC, mis brâmjuias e na glândula digestiva, 
(Figura 7A-B). No entanto, estas relações só foram significativas para o Cd (Cdb - 2,7 
+ 3,4 ICI, r - 0,688; Cd^ - 4,8 + 2,4 IC, r - 0,580), Cu (Cub - 100 + 27,5 Cl, r - 0,537; 
Cugd - 142 + 7,9 IC, r - 0,541) e MT (MTb - 274 + 154 IC, r - 0,792; MTfid - 467 + 68 
IC, r - 0,()48) mas não para o Zn (Figura 7.7A-B). Na restante parte edivel, as 
concentrações de metais c MT diminuiram com o aumento do IC. Estas relações 
negativas apenas foram significativas para o Cu (Cur - 150 — 12,2 IC, r- 0,742) e para 
o Zn (Znr - 1090 - 29,8 IC, r 0,586), indicando a existência de concentrações baixas 
de metais essenciais com o aumento do peso da restante parte edivel (Figura 7.7C). 
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Figura 7.7 — Relação entre a 
concentração de Cd, Cu, Zn e MT e o 
iudice de condição (IC) nos 
diferentes tecidos da amêijoa: (A) 
brânquias; (B) glândula digestiva: 
(C) restante parte edivel. 
(x MT; A Zn; ♦ Cd; o Cu). 
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7.3.5. 1ÍELAÇÃO ENTEIE AS CONCENTIIAÇÕBS DE MT B DE METAIS 
As relações entre os teores de MT e Cd ou entro os de MT e Cu nos três tecidos 
encontram-se na Figura 7.8. Os níveis de MT aumentaram linearmente com o 
aumento das concentrações de Cd (total c na fracção FR PM) em todos os tecidos, e 
este aumento foi significativamente superior na fracção FBPM (jx 0,05) (Figura 
7.8A-B). Apenas foi encontrada uma relação significativa entro a MT e Cu na 
restante parte edível (total e FBPM) (Figura 7.8C-D), apesar de existir uma 
quantidade significativa de Cu ligada à MT nos outros dois tecidos. Por outro lado, 
não foi observada nenhuma relação significativa entro as concentrações de MT e Zn 
em qualquer dos tecidos. 
No sentido de comparar fontes de variação entro as concentrações de MT, metais (Cd, 
Cu e Zn) e jx**) do tecido (W), efectuou-se uma análise de regressão múltipla para 
expressar MT em função do metal (nmol g"1) e do peso (g). Estas variáveis foram 
padronizadas e expressas de acordo com a seguinte função: MT - f (Cd, Cu, Zn, W). 
Este modelo foi aplicado aos três tecidos, considerando os dados conjuntos das três 
zonas e usando as concentrações de metal total e da fracção citosolica (FBPM) 
(Tabela 7.4). 
O Cd foi o metal que mais afectou os níveis de MT em todos os tecidos, quer na 
fracção total (píer na fracção subcelular FBPM. De facto, sõ o Cd contribuiu com 
mais de 65% na variação de MT. Por outro bulo, as concentrações de Cu e Zn não 
afectaram significativamente os uiveis de MT. A influência do peso também foi 
observada nas brânquias e na glândula digestiva (Tabela 7.4). 
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Figura 7.8 - Relação entre a concentração de MT e a concentração de Cd e Chi no total e na 
fracção snbcelular de baixo peso molecular (FBPM) nos diferentes tecidos da amêijoa: (a!) (d 
total; (an) Cd FBPM; (1),) Cu total; 0>u) Cu FBPM. 
(•) B - branqui as; (0) Cíl) - glândula digestiva; ( A) R - restante parte edivel. 
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Tabela 7.4 - Variação da concentração de MT em função do metal (total e fracção FBPM) 
(nmol g1) e do peso (g), nas brânquias, glândula digestiva e restante parte edivel das amêijoas 
recolhidas na Ria Formosa. 
n = 108, r= 0,858 
Total MT = 0 184 + 0,735Cd - 0,098Cu - 0,218Zn - 0.250W (íxO.OOI) (p=0,287) (p=0,252) (p<0,05) 
n = 108, r= 0,844 
FBPM
 MT = 0,035 + 0,743Cd - 0,148Cu - 0,095Zn - 0.267W (p<0,001) (p=0,446) (p=0,509) (p<0,05) 
n = 108, r= 0,856 
> Total MT = 0,361 + 1,009Cd - 0,198Cu + 0,106Zn + 0,250W 
«5 (p<0,001) (p=0,075) (p=0,467) (p<0.05) o O) 
"D   
■§ n = 108, r= 0,898 XJ 
2 FBPM MT = -0 084 + 0 928Cd - 0,158Cu - 0,080Zn +0,154W U ' (p<0,001) (p=0,155) (p=0,459) (p=0,139) 
n = 108, f= 0,866 
Total MT = 0,271 + 0,849Cd + 0,126Cu + 0,089Zn + 0,071W (p<0,001) (p=0,412) (p=0.521) (p=0,544) 
n = 108, r= 0,856 
2 FBPM MT = 0,194 + 0,772Cd + 0,114Cu + 0,007Zn +0.098W 
^ ' (p<0.001) (p=0,441) (p=0,961) (p=0,449) 
(nos piuxintesis encoutra-se a o nivel de significância da probalidade baseada no Meste) 
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7.4. Discussão e Conclusões 
Existem poucos estudos era que a MT em moluscos bivalves foi utilizada como 
biomarcador de exposição metálica em ecossistemas marinhos, e ainda menos com a 
amêijoa R decussatus. Apesar desta espécie apresentar a capacidade de acumular 
metais e induzir a síntese de MT, como resultado da exposição metálica, não se 
conhece a relação entre o metabolismo dos metais e a variabilidade de MT nos 
diferentes tecidos da R decussatus (Serafim & Bebianno, 3001 - Capitulo II). 
A distribuição da concentração de metais nos diferentes tecidos da R decussatus 
demonstrou depender do metal. A concentração mais elevada de Cd foi detectada na 
glândula digestiva (Figura 7.3), enquanto que a do Zn foi nas bránquias (Figura 7.õ). 
Contudo, para o Cu não existem diferenças significativas entre estes dois tecidos 
(Figura 7.4, Tabela 7.1-7.3). As bránquias e a glândula digestiva da li decussatus 
são, portanto, os tecidos mais interessantes do ponto de vista ecotoxicológico. Estes 
tecidos apresentam concentrações metálicas mais elevadas quando comparadas com a 
restante parte edivel e reflectem a biodisponibilidade da concentração de metais no 
sistema lagunar. As bránquias estão em contacto directo com o ambiente circundante 
e reflectem a exposição metálica a curto prazo, enquanto que a glândula digestiva, 
onde existe ura grande número de metaloenzimas que se ligam, metabolizam e 
acumulam o excesso de metais, actua como um órgão de armazenamento reflectindo 
uma exposição metálica a longo prazo (Bebianno et ai, 1993, 1994). Estes resultados 
parecem indicar que a concentração metálica é dependente da função fisiológica de 
cada tecido e, particularmente para o Cd, em que estes tecidos reflectem a sua 
concentração neste ambiente natural. 
As concentrações de Cd e de Cu na glândula digestiva de R decussatus foram da 
mesma ordem de grandeza das recolhidas na Costa da Tunísia (0,40 e 5,75 p.g g-1 |>eso 
fresco, para Cd e (ãi, respectivamente) e do Mediterrâneo (0,10 e 2,33 |ig g'1 peso 
fresco para Cd e Cu, respectivamente). Enquanto que, a concentração de Zn foi mais 
baixa (31,3 e 33,4 pg g1 peso fresco) (Hamza-Chaffai et ai, 1999; Roesijadi, 1994a). 
Para espécies como a ostra C. gigase o mexilhão M. etiuUsas concentrações de metais 
mais elevadas foram na glândula digestiva, tal como na amêijoa II decussatus 
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Enquanto que, para o mexilhão M gãUoprovinciãHs foram nas brânquias (Serra et 
al., 1999). 
7.4.1. Variação jkspaciar e sazonal da concentração de metais 
De entre os três metais, o Cd apresentou a variação espacial e sazonal mais evidente 
em cada um dos tecidos, com uma variabilidade espacial mais significativa 
comparativamente com a sazonal A variação espacial da concentração de (]d no 
mexilhão de água doce P. grandis ao longo de um gradiente de contaminação foi 
igualmente mais importante do que a variação sazonal (Wang et al, 1999). A 
concentração de Cd nos tecidos da amêijoa, H decussatns, decresceu da zona A para a 
C e foram mais elevados no Verão e no Inverno (Figura 7.3). Esta sazonalidade loi 
observada em todas as zonas apesar de ter sido mais evidente na zona A. Este padrão 
espacial e sazonal pode estar relacionado com um aumento da introdução de Cd na 
lagoa durante estes jíeríodos. Durante o Verão, a população aumenta dez vezes e o 
aumento da temperatura produz um efeito sinergético na acumulação de Cd nas 
amêijoas. O aumento da temperatura também aumenta a taxa de filtração do 
mexilhão M. galloprovincialis e jíor isso é acumulado mais Cd biodisponivel 
(Serafim et al., 'áOOiá). No entanto, as diferenças de temperatura parecem não afectar 
os uiveis de metais na glândula digestiva de machos e fêmeas na amêijoa II 
deeitssatus (Serafim & Debian no, á(K)l). No Inverno o aumento dos niveis de (d está 
relacionado com outras fontes difusas, tais como escorrências da agricultura e 
urbanas. Estes resultados estão de acordo com estudos anteriores, que identificaram a 
existência de um aumento de compostos de natureza antrópica próximo das áreas com 
maior população urbana da lagoa (Cortesão et al, 198(5; Bebianno, 1995). 
Apesar da variabilidade da concentração metálica na lagoa (Cortesão et al., 198(5) não 
ocorreu uma variação espacial ou sazonal significativa nos tecidos da amêijoa para 
os outros dois metais. No entanto, foram observados valores ligeiramente mais 
elevados na concentração de Cu nas zonas A e D em todos os tecidos, e no Verão e 
Inverno para as concentrações de Cu e Zn nas brânquias e na glândula digestiva 
(Figuras 7.4 e 7.5). O facto das concentrações de Zn não variarem a nivel espacial e 
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sazonal (Figura 7.5) também está de acordo cora estudos anteriores, que sugerem que 
estas amêijoas são capazes de regular os uiveis deste metal nos seus tecidos (Cortesão 
etal., 1986; Bebianno et aí, 1903; Castro et aí, 1996; Serafim & Bebianno, 2001). 
No gastrópode L. littorea recolhido na costa de Inglaterra, verificou-se que os níveis 
de Cu e Zn não estavam igualmente relacionados com as flutuações da concentração 
destes metais no ambiente natural (Langston & Zhou, 1986). Similarmente, as 
concentrações de Cu e Zn não sofreram alterações nos bivalves de água doce A. 
grandis, P. grandis e C. fnlminea recolhidos em zonas influenciadas por descargas de 
minas no Quebec e nos rios Danúbio e Lot (França) (Couillard et aí, 1993; W ang et 
aí, 1999; Gundacker, 2000; Andrés et aí, 1999). Contrariamente, para os bivalves M. 
galloproviuciallis e Diplodon chileusis foi encontrada uma relação directa entre os 
uiveis de Cu e Zn acumulados nos seus tecidos e presentes no ambiente (Valdevinos et 
aí, 1998; Serra et aí, 1999). 
7.4.2. Distribuição subcelujlar de metais 
A concentração mais elevada de Cd foi detectada no citosol (FEPM + FBPM) em 
todos os tecidos (Tabela 7.1). A quantidade de Cd nesta fracção apresentou uma 
grande variabilidade, de acordo com a zona e a época do ano, variando entre 65 e 80';, 
do Cd total No citosol a concentração de Cd mais elevada foi sempre na fracção 
FBPM, principalmente ligado à MT (Tabela 7.1), estando as alterações na 
concentração de Cd directamente relacionadas com as de MT (Figura 7.6). Estes 
resultados confirmam os obtidos em estudos laboratoriais anteriores, que mostraram 
que no citosol a Ml1 constitui o principal ligando do Cd nesta espécie (Bebianno et 
aí, 1993. 1994; Roméo & GnassiarBarelli, 1995; Bebianno & Serafim, 1998; Hamza- 
Chaffai et aí, 1999; Serafim & Bebianno, 2001). 
A concentração de Cd nas bránquias aumentou apenas na fracção FBPM e não nas 
outras duas fracções subcelulares (FI e FEPM) na zona mais contaminada (zona A). 
Tal como para a concentração de Cd total, a concentração na fracção FBPM também 
aumentou significativamente no Verão (76°) e no Inverno (71%), quando comparada 
com a Primavera e o Outono (/*0,0õ). O aumento de Cd na fracção FBPM induz a 
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síntese de MT impedindo que o excesso de Cd se ligue á fracção insolúvel (associado 
às vesículas e organelos) ou ás proteínas da fracção FEPM (associado a enzimas). 
Uma vez que, a concentração de Cd nas outras duas fracções subceln lares não se 
alteraram, a nizão Cd solúvel/Cd insolúvel variou apenas devido a alterações da 
concentração de Cd na fracção UB PM. Estes resultados estão de acordo com os 
obtidos para a glândula digestiva nesta espécie onde a razão solúvel/insolúvel foi 
semelhante (HamzarChaffai et til, iiOOO). Assim, a concentração de MT induzida 
e/ou constitutiva (Figura 7.(5) foi suficiente para capturar os iões Cd livres nas 
células, impedindo qualquer dano celular e alterações no metabolismo normal desta 
espécie. 
Nas bránqnias do mexilhão M. gaHopro vinciali is foram também observadas 
alterações na distribuição do Cd subcelular entre as fracções solúveis e insolúveis ao 
longo do ano (Serra et ai, 1999). No entanto, nas brânquias do bivalve de água doce 
P. grandis o Cd não variou sazonalmente e a sua concentração na fracção de baixo 
peso molecular manteve-se constante - InM Cd"', após o que as concentrações de Cd 
aumentaram significativamente, principalmente ligado á glntationa (Wang et aJ., 
1999). Pelo contrário, na ostra C. gigas (exposta a 200 pg Cd l1 durante 21 dias) a 
concentração de Cd aumentou na fracção insolúvel com o tempo de exposição. A 
quantidade de Cd na fracção insolúvel teve origem na formação do complexo Cd-MT 
que passa subsequentemente para a fracção particulada ligada a membranas ou 
grânulos intracelulares (George & Viarengo, 1985). 
Em contraste com o observado para o Cd, apesar da maior percentagem de Chi se 
encontrar na fracção citosòlica ((50 - 70%) em todos os tecidos, não ocorreu nenhuma 
variação espacial e sazonal na concentração subcelular de Cu (Tabela 7.2). 52% do 
total de Cu foi também detectado no citosol do total da parte edivel de IL decussatus 
(Bebianno et ai, 1993). Uma distribuição subcelular semelhante de Cu foi observada 
na glândula digestiva de IL decussatus, com 34% do Cu na fracção insolúvel em 
amêijoas expostas a Cu (75 pg Cu l1) durante 5 dias (HamzarChaffai et ai, 1998). 
Estes resultados sugerem que as alterações na concentração de Cu na laguna não 
produziram alterações significativas na distribuição subcelular de Cu nos tecidos 
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desta amêijoa. Os teores de Cu subcelular são, portanto os uiveis basais requeridos 
para o normal metabolismo da amêijoa 
Em contraste com os outros dois metais, a maior percentagem de Zn era todos os 
tecidos encontra-se na forma insolúvel (Tabela 7.3), preferencialmente associado a 
proteínas membranares ou lipoproteinas (Roméo & Gnassia-Barelli, 1995). Nas 
brânquias de R decnssatas, o Zn na fracção insolúvel (62%) foi significativamente 
mais elevado quando comparado com os outros dois tecidos (/*0,05) e diminuiu no 
citosol: 16% na FBPM e 22% na FEPM (Tabela 7.3). Na FBPM das brânquias, o Zn 
diminuiu de 68% para 59% (Tabela 7.3), sugerindo que o Zn ligado a MT foi 
substituído e consequentemente armazenado na fracção insolúvel, uma vez que a 
concentração total de Zn não se alterou. A modificação da razão Zn solúvel/Zn 
insolúvel indica uma perturbação no metabolismo normal do organismo em presença 
de Cd. À excepção das brânquias, a distribuição subcelular de Zn foi idêntica nas 
diferentes zonas e estações do ano, sugerindo que os outros tecidos apresentam 
capacidade de regular a concentração de Zn. 
Numa população de C. virgiuica, a partição da quantidade de Cd, Cu e Zn no citosol 
das brânquias também foi dependente do local e da época do ano. Estando presentes 
no citosol 66% de Cd, 23% de Cu e 28% de Zn, tendo sido observadas trocas entre Cd e 
Zn nos locais de ligação metálica (Roesijadi, 1994a). 
7.4.3 CONCENTRAÇÃO DE MT N06 DIFERENTES TECIDOS 
A concentração de MT nos tecidos das amêijoas recolhidas nas três zonas revelou a 
mesma distribuição espacial e sazonal de Cd (Figura 7.6). Analogamente, o modelo 
que descreve a relação entre MT, metais e peso mis brânquias, glândula digestiva e 
restante parte edivel, também mostrou que o Cd ioi o único metal que influencia a 
síntese de MT em todos os tecidos (Tabela 7.4). De facto, a concentração de Cd 
aumentou na fracção citosólica juntamente com a de MT em todos os tecidos, 
particularmente nas brânquias. A MT induzida e/ou existente foi suficiente para 
ligar os iões de Cd livres presentes na célula, impedindo qualquer dano no 
metabolismo celular. 
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A variação espacial da concentração de MT (oi mais importante que a variação 
sazonal, em que a concentração de MT esteve significativamente relacionada com os 
niveis de Cd em todos os tecidos (Figura 7.8, Tabela 7.4). Assim, a variação sazonal 
da concentração de metais e MT nas brânqnias e glândula digestiva da amêijoa R 
decassatus está relacionada com a diferente biodisponibilidade ambiental de (d 
(Figura 7.7). 
Estes dados de campo confirmam os resultados laboratoriais que mostram a indução 
da síntese de MT na totalidade da parte edivel, brânquias e glândula digestiva da R 
decassatus exposta a concentrações sub-letais de Cd (4, 40, 100 e 400 pg Cd I1). 
(Capitulo m; Bebianno et ah, 1993, 1994). O aumento da ligação de Cd â MT suporta 
a função de desintoxicação proposta para a MT contra os efeitos tóxicos deste metal e 
â utilização desta proteína como biomarcador de exposição de Cd nestes tecidos de It 
decassatus (Bebianno et ai, 1993, 1994). 
Para. os outros dois metais, a MT apenas se relacionou com o Cu (total c citosolico) 
na restante parte edivel (Figura 7.8). O ligeiro aumento de Cu detectado nos tecidos 
de R decassatus, nem sempre deu origem a uma relação nítida com a indução de MT. 
O tempo de meia vida da Cu-MT nos tecidos desta amêijoa é mais rápida que o tempo 
de Cd-MT, sugerindo que Cu-MT neste tecido pode degradar-se mais rapidamente 
quando o Cu está presente em excesso (Capítulos III c IV) c por isso os niveis de Cu 
na laguna não induzem de novo a síntese de MT em li decassatus. Contudo, são 
necessários mais estudos para confirmar esta conclusão. Apesar do facto de noutros 
estudos de campo os niveis de MT na glândula digestiva da R. decassatus estarem 
relacionados com as concentrações de Cu e Zn (Hamza-Chaffai et ai, 1999, 2000), os 
niveis destes dois metais presentes na Ria Formosa não induzem claramente MT 
nesta espécie A distribuição subcelular de Cu não se alterou, mas o Zn toi 
redistribuído entre a fracção citosólica e insolúvel. Analogamente, não ocorreu um 
aumento significativo na concentração de MT na glândula digestiva da amêijoa R. 
decassatus exposta a 75 pg Cu l1 durante 5 dias (0,52 ± 0,17 para 0,62 ± 0,13 mg g 1 
jk-so seco) (Haraza-Chaffai et ai, 1998). Tal como na R decassatus, a concentração 
de MT nas brânquias do bivalve de água doce R. graudis respondeu à contaminação 
ambiental por Cd, mas não á de Cu ou Zn (Wang et ai, 1999). 
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Desta forma o presente estudo revela que no sistema lagunar da Ria Formosa, o Cd ê 
o metal directamente responsável pelas alterações das ligações dos metais á MT. Tal 
como noutras espécies de moluscos, como os mexilhões M. edalis e M. 
galloprorincialis z a ostra C. virgiulca (Bebianno & Langston, 1991, 1992; Roesijadi, 
1994a), na II decussatns a MT é também induzida pelo Cd que compete cem o Zn 
para os locais metal-ligando recém criados. 
Examinando o número de iões metálicos ligados em média por molécula de MT 
demonstra-se (pie a MT é predominantemente uma proteína de Cd e de Cu. Na zona 
onde os valores de Cd foram mais elevados, a razão MTCd foi de apenas de 1:0,08 em 
todos os tecidos, estando longe da razão de saturação desta molécula (1:7 ou 1:6) 
(Dieter et ai, 1987). Experiências laboratoriais revelaram também que, a capacidade 
de ligação desta proteína na R deeussatas está longe de ser ultrapassada mesmo após 
30 dias de exposição a Cd (100 pg f1) onde a razão MTCd foi de 1:3 (Bebianno et ai., 
1993). 
Em estudos realizados com outras populações naturais de bivalves, o aumento tanto 
da MT como dos metais ligados á MT em ambientes contaminados por metais está 
geralmente associado com um aumento da concentração de metais nos tecidos, 
sugerindo uma relação entre a bioacumulaçâo de metais c a indução de MT. A 
concentração de MT ou de metais ligados á MT nas populações da ostra G virginica e 
patela Patella vulgata aumentou em ambientes com contaminação metálica 
confirmando esta relação (Roesijadi, 1994a; Langston & Zbou, 1986). Nas bránquias 
da C virginica os metais ligados à MT podem até ser previstos a partir da 
concentração citosólica do metal, mas não da concentração de metal total (Roesijadi, 
1994a). 
7.4.4. Influência do peso 
Alterações no peso do corjK) e no teor em metais podem ocorrer em todo o organismo 
ou em tecidos alvo específicos, e foram considerados no presente estudo devido á 
importância das flutuações sazonais do (x-so dos moluscos bivalves (Pliilijis & Segar, 
1986; Regoli & Orlando, 1994; Regoli, 1998). A relação entre a concentração de MT e 
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o jk'So pode ser uma consequência indirecta da influência do peso nos níveis de 
metais. De facto, na restante parte edível (em contraste com as brânquias e a 
glândula digestiva) foi observada uma relação negativa entre as concentrações de MT 
e de metais e o IC, confirmando que as concentrações de MT e de metais diminuem 
neste tecido quando o IC aumenta (Figura 7.7). No sentido de evitar estas flutuações é 
sugerido expressar a concentração de MT em função do IC. 
A flutuação das concentrações de MT nos diferentes tecidos (totalidade da parte 
cxlivel, brânquias, manto, pé com músculo aductor e a massa visceral) da (1 fulmiaea, 
proveniente de um ambiente relativamente limpo e durante um ano, foi independente 
da acumulação de metais, mas relacionada com o ciclo reprodutivo (Andrés ct ai., 
1909). O ciclo reprodutivo também influência a concentração de MT na glândula 
digestiva do M. ednlis (Baudrimont et ai, 1997), enquanto que, na amêijoa R 
decussatusn concentração de MT ê independente do sexo dos organismos (Serafim & 
Bebianno, '<2001). 
O longo tempo de meia vida de Cd-MT pode explicar as concentrações de Cd mais 
elevadas, principalmente nas brânquias e na glândula digestiva destas amêijoas. 
Após a exposição ao Cd (100 pg I"1) já foram identificadas quatro isoformas de Cd- 
MT na glândula digestiva, cuja sequência de aminoácidos na região terminal ML ê 
semelhante a outras MTs de moluscos, principalmente em mexilhões e ostras (Simes 
et /d., 2003). 
Apesar de ainda não existir consenso sobre a utilização da MT como biomarcador, 
devido a alterações inter e intra especificas e/ou heterogeneidade nas condições de 
exposição (Isani et ai., 2000; Cosson, 2000), os resultados apresentados indicam que 
nesta população natural, a concentração de MT é uma resposta â exposição ao Cd, 
particularmente nas brânquias e na glândula digestiva onde esta proteína ]>ode ser 
utilizada como um indicador precoce â exposição ao Cd e um biomarcador útil para 
avaliar o estado toxicológico desta população de amêijoa da Ria Formosa. Além 
disso, informações adicionais sobre isoformas de Cu-MT c Zn-MT são necessárias 
para clarificar o papel da MT na R decnssatus. 
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8. DISCUSSÃO GERAL E CONCLUSÕES 
Nas últimas décadas tem havido um esforço considerável no meio cientifico, no 
estndo de mecanismos bioquímicos, de forma a servirem de biomarcadores para 
avaliar o grau de contaminação no ambiente marinho (Cotou et ai., iiOOl). No 
entanto, o conceito de biomarcador mantém-se controverso, pois torna-se difícil obter 
uma relação clara entre os uiveis de exposição e a magnitude da resposta e ainda de 
separar essa resposta dos uiveis base (Olsvik et ai, 2001). 
Tal como referido na Introdução deste trabalho, a determinação da concentração de 
MT tem sido profíosta como biomarcador da exposição metálica, em várias espécies de 
moluscos bivalves (Cosson & Amiard, 2000). Esta proteína intracelular protege os 
tecidos dos organismos dos efeitos tóxicos dos metais, podendo ser utilizada como 
uma medida directa do («bulo bioquímico dos tecidos afectados. As alterações ao 
uivei bioquímico apresentam vantagens, uma vez que («bis alterações são as 
primeiras a serem detectadas e |>odeni servir de marcadores de exposição e de efeito 
(Huggett et ai, 1992). No entanto, na aplicação desbi proteína enquanto biomarcador 
continuam a persistir alguns problemas devido â complexidade dos mecanismos que 
regulam a sua biosíntense, a qual é influenciada por outros factores que não apenas 
os metais (Kãji, 1991; Ger|>e et ai., 2000). 
8.1. FáCTTORES QUE PODEM INFLUENCIAR 06 NÍVEIS DE MT NA AMÊIJOA R deeussatus 
Atendendo ao objectivo desta tese, o (piai pretende compreender de que forma a MT 
poderá ser utilizada como biomarcador de contaminação metálica na amêijoa ti. 
(lecnssatas, é necessário conhecer os factores endógenos e exógenos que podem afectar 
o indicador, de forma a minimizar fontes de variação não controladas. De facto e 
como referido na Introdução deste trabalho (secção 1.2.5.1), a MT sendo uma 
proteína induzida |K)r metais é susceptível de responder aos diferentes factores que 
influenciam o metabolismo proteico e ainda a. todos os factores que influenciam os 
teores metálicos. Assim, a variabilidade sazonal é um dos principiais factores a ter 
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em consideração, este factor inclui os efeitos de diferentes factores abióticos, como a 
temperatura e salinidade (Amiard-Triquet et ai., l!H)8b; Viarengo et ai., 1999b) e 
bióticos, como o peso, idade, sexo e estado de maturação do organismo (Bordin et ai., 
1997; Mouneyrac et ai., 2000; Monneyrac et ai, 1998; Amiard-Triquet et ai, 1998b; 
Olsson et al, 1987; HamzarChaffai et ai, 1995). Desta forma, no estudo de campo 
apresentado no Capitulo II, foram analisados alguns desses factores que podem 
influenciar o papel da MT nesta espécie, nomeadamente a sazonalidade e o sexo dos 
indivíduos. Neste estudo só foi utilizada a glândula digestiva de li deenssatas, uma 
vez que, este tecido poderia ser o mais afectado pelo ciclo reprodutivo, pois em muitas 
espécies de moluscos bivalves durante a gametogénese os tecidos gonadossomático 
desenvolvem-se envolvendo a glândula digestiva, criando intrusões no interior desta, 
o que pode levar â alteração do peso total da glândula e consequentemente provocar 
um efeito de "diluição", diminuindo a concentração metálica (Begoli, 1998). 
A concentração de MT e de metais (Cd, Cu e Zn) na glândula digestiva das amêijoas, 
provenientes de dois locais da Ria Formosa com impacto antropogénico distinto, 
mostrou que a sua variação não depende do sexo dos organismos, mas sim dos meses 
do ano e do local de amostragem, sendo máxima nos meses de Julho e Agosto no local 
com influência antrópica. 
As diferenças na concentração de metais e de MT entre os dois locais são explicadas 
pelo diferente impacto relativamente á contaminação metálica De facto, o local 
afastado da influência urbana (local B) não sofreu variação sazonal e apresentou 
teores de MT significativamente inferiores comparativamente com o local com 
influência antrópica (local A) (Figuras 2.2B e 2.4Bx e Bn)- As variações sazonais 
observadas no local A, não estão relacionadas com as alterações do peso do tecido de 
origem ganietogénica, uma vez que na glândula digestiva de li deenssatas não foram 
observadas intrusões de tecido gonadossomático no interior deste tecido não existindo 
flutuações de peso. Desta forma, a variabilidade dos teores de MT foram associados a 
diferentes biodisponibilidade metálica, a qual na Ria Formosa também apresenta o 
mesmo padrão sazonal. Neste estudo, também nao foi observada a influência da 
temperatura nos níveis de MT, apesar deste parâmetro ser considerado ura dos 
factores abióticos mais importantes que influência a taxa de filtração, a incorporação 
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<ie metais e a indução de MT (Serra et a!., 1909). I)e faek), as alterações de 
temperatura não são particularmente significativas ao longo da Hia Formosa (Falcão 
& Vale, 1998), no entanto o padrão de variação da concentração de metais e MT foi 
distinto em cada um dos locais. 
Por outro lado, este estudo também revelou que a concentração desta proteína e de 
melais na glândula digestiva não é depende do sexo dos organismos, pelo que a 
amostragem deste bivalve para a determinação de MT neste tecido, pode ser efectuada 
aleatoriamente. 
Nesta população do amêijoas o sexo o a temperatura não afectaram a concentração de 
MT, parecendo sor a concentração metálica o factor determinante na síntese de MT. 
as. Resposta da MT em diferentes tecidos da amêijoa It decussatus exposta 
A Cd, Cu o Zn 
Em estudos toxicológicos é frequente recorrer-se a ensaios laboratoriais, jkjís apesar 
de não conseguirem ser uma cópia fiel das condições ambientais, permitem ajudar a 
compreender e avaliar os efeitos dos contaminantes. Muitos estudos sobre toxicidade 
de metais em moluscos bivalves resultam de exposições de longa duração com 
concentrações realistas do ponto de vista ambiental (concentrações subletais e 
mistura de contaminantes). Nestas condições é possível ajustar modelos cinéticos, que 
permitem a determinação de medidas cinéticas, as quais são essenciais para a 
elaboração de modelos de acumulação e eliminação de metais nos organismos 
aquáticos (Chong & Wang, áOOl). Nestas condições subletais os principais factores 
que determinam a toxicidade dos metais são: (1) distribuição dos metais |)elos 
diferentes tecidos; (2) incorporação dos metais a nivel intracelular - distribuição 
snbcelular; (3) relação entre a concentração acumulada e o efeito da resposta (Lange 
et ai, 2002). 
Nesta perspectiva os procííssos de bioacumulação, transferência, armazenamento e 
eliminação de Cd, Cu e Zn e a sua relação com os níveis de MT nos diferentes tecidos 
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de R decussatus abordados nos Capítulos III, FV, V e VI, permitiram concluir que, 
de uma forma geral, todos estes metais induzem a sintese de MT. No entanto, essa 
indução depende dos tecidos, da concentração do metal no meio e da competição entre 
os metais para ligandos específicos. Estes resultados estão possivelmente relacionados 
com os distintos processos de acumulação (Tabela 8.1). 
No caso do CM (Capitulo 111) verificou-se que os três tecidos da amêijoa acumulam 
este metal com padrões distintos e dependentes da concentração do meio (Tabela 8.1). 
Os teores de Cd foram mais elevados na glândula digestiva, seguido das brânquias e 
por último da restante parte edivel, no entanto o incremento de Cd ao longo do tempo 
de exposição é superior nas brânquias. Os teores de Cd neste tecido das amêijoas 
expostas à concentração mais baixa (4 pg l'1) aumentaram linearmente, mostrando 
não existir saturação dos sistemas de ligandos, enquanto que nas exposições a 40 pg 
l'1 e á mistura metálica a acumulação de (M seguiu o modelo cinético de l1 ordem, o 
qual reflecte inicialmente uma assimilação rápida de CM em relação á sua eliminação 
e â medida que o tempo decorre a taxa de assimilação de Cd decresce (limitada pela 
taxa de difusão deste metal para o interior da célula e/ou da saturação do sistema de 
ligandos) com a tendência para atingir um estado estacionário. Contrariamente os 
teores de Cd na glândula digestiva aumentaram exponencialmente nas amêijoas 
expostas a 4 c 40 pg l'1, enquanto que na exposição poli metálica os teores deste 
elemento também seguiram um modelo cinético de 1* ordem. Por outro lado, na 
restante parte edivel os teores de Cd aumentam linearmente com o tempo, em todas as 
exposições. Estes resultados provavelmente estão relacionados com a superfície de 
cada tecido em contacto com o Cd dissolvido (Cunningham, 1979) e/ou com os 
ligandos disponíveis no meio intracelular. 
A distribuição subcelular de Cd nos diferentes tecidos de R decussatus mostrou que a 
maior quantidade deste elemento se encontra associado à fracção citosólica de baixo 
peso molecular (FBPM), sugerindo a ligação deste elemento â MT. De facto, ao longo 
do período de exposição os teores de (M nesta fracção subcelular acompanharam a 
evolução do total de CM acumulado, mostrando a existência nesta fracção de ligandos 
(MT) disponíveis suficientes e/ou induzidos para se ligarem com o CM. 
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Tabela 8.1 - Comparação entre a acumulação de Cd Cu e Zn nos diferentes tecidos da amêijoa 
IL dccussatusexjíosta a concentrações individuais de cada metal: concentrações mais baixas (4 |i(S (<| l"1, 25 |i^ Cu l"1 c 100 |ig Zn I"1), concentrações mais elevadas (40 (ig Cd 1 50 ng Cu I 1 e 
1000 |ig Zn I"1) e â mistura metálica destes metais (100 jig CM I"1 - 50 |ig Chi l1 + 50 |ig Zn l"1). 
Concentrações baixas Concentrações elevadas Mistura metálica 
Cd: aumentou linearmente durante Cd; aumentou linearmente nos 
todo o período de exposição. primeiros 30 dias de exposição, 
atingindo um equilíbrio nos últimos 
dias de exposição. 
(modelo cinético 1a ordem) 






=■ todo o período de exposição. 
Zn: aumentou linearmente nos 
primeiros 7 dias de exposição, 
atingindo um equilíbrio no restante 
período de exposição. 
primeiros 14 dias de exposição, 
atingindo um equilíbrio nos últimos 
dias de exposição. 
(modelo cinético 1a ordem) 
Zn: aumentou exponencialmente 
durante todo o período de 
exposição. 
Cd: aumentou linearmente nos 
primeiros 21 dias de exposição, 
atingindo um equilíbrio nos 
últimos dias de exposição. 
(modelo cinético 1a ordem) 
Cu: aumentou linearmente nos 
primeiros 21 dias de exposição, 
atingindo um equilíbrio nos 
últimos dias de exposição. 
(modelo cinético 1a ordem) 
Zn: as concentrações 
apresentam grande 
variabilidade. 
Cd: aumentou exponencialmente 
durante todo o período de 
exposição. 
Cd: aumentou exponencialmente 
durante todo o período de 
exposição. 
tn 9 O) todo o período de exposição Cu: aumentou linearmente durante Cu: aumentou linearmente nos primeiros 21 dias de exposição, 
atingindo um equilíbrio nos últimos 
dias de exposição. 
(modelo cinético 1a ordem) 
Zn, as concentrações apresentam 
grande variabilidade. 
Zn: aumentou exponencialmente 
até 30° dia de exposição. 
Cd: aumentou linearmente nos 
primeiros 14 dias de exposição, 
atingindo um equilíbrio nos 
últimos dias de exposição. 
(modelo cinético 1a ordem) 
Cu: aumentou linearmente 
durante todo o período de 
exposição. 
Zn: as concentrações 
apresentam grande 
variabilidade. 
Cd: aumentou linearmente durante Cd; aumentou linearmente durante Cd; aumentou linearmente 
todo o período de exposição. todo o período de exposição. durante todo o período de 
exposição. 
Cu: aumentou linearmente durante Cu: aumentou linearmente nos 
todo o período de exposição. 
Zn: aumentou linearmente nos 
primeiros 7 dias de exposição, 
atingindo um equilíbrio no restante 
período de exposição. 
primeiros 21 dias de exposição, 
atingindo um equilíbrio nos últimos 
dias de exposição, 
(modelo cinético 1a ordem) 
Zn: aumentou exponencialmente 
durante todo o período de 
exposição. 
Cu: aumentou linearmente 
durante todo o período de 
exposição. 
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Os níveis de MT medidos na fracção subcelular FBPM das amêijoas exjxjstas a Cd, 
também dependeram dos tecidos, da concentração de ex|K»sição e da forma de 
exposição (singular/mistura). Os niveis desta proteína foram mais elevados na 
glândula digestiva, tal como a concentração de Cd, no entanto, o incremento dos 
niveis de MT foi semelhante nas bránqnias e na glândula digestiva. Por outro lado, 
observou-se que a síntese da indução de MT acompanhou a exposição da concentração 
de Cd, aumentando com o aumento da exposição. A lorma de exposição também 
influenciou os niveis desta proteína, observando-se um aumento da síntese de MT na 
exposição á mistura metálica (Capítulo VI). 
Relativamente à acumulação de Cu (Capitulo IV), tal como o Cd, os três tecidos 
acumulam Cu dependo da concentração do meio. No entanto, este elemento revelou-se 
bastante tóxico para a amêijoa R decussatas, em que a concentração utilizada de 50 
pg Cu 11 foi letal ao fim de 25 dias de exposição. 
À semelhança da distribuição da concentração de Cd pelos diferentes tecidos, os 
teores de Cu também foram mais elevados na glândula digestiva, seguido das 
bránqnias e |>or último da restante parte edivel. No entanto, o padrão de acumulação 
de Cu, contrariamente ao de Cd, foi mais depende da exposição do que dos tecidos 
analisados (Tabela 8.1). Na exposição á concentração mais baixa (25 pg 1') todos os 
tecidos acumularam o Cu linearmente com o tempo, enquanto que na exposição a 50 
pg l'1 a acumulação de Cu seguiu o modelo cinético de P ordem. Isto revela que na 
exposição mais elevada existe uma limitação da taxa de difusão deste metal para o 
interior da célula e/ou da saturação do sistema de ligandos. Por outro lado, na 
exposição á mistura metálica, apesar de ter sido utilizada a mesma concentração de 
Cu (50 pg l1), os diferentes tecidos acumularam linearmente os teores de Cu, 
mostrado que neste caso a interferência dos outros metais levou a um aumento da 
indução de ligandos (MT) no meio intracelular. 
A distribuição subcelular de Cu nas bránquias e na glândula digestiva, tal como o (d, 
mostrou que a maior quantidade deste elemento se encontra associado á fracçao 
FBPM, na qual se encontra a MT. Por outro lado, na restante parte edivel a maior 
quantidade deste elemento encontra-se associado á fracção FI. No entanto, em todos 
os tecidos o aumento dos teores de Cu foi acompanhado por um aumento da 
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concentração de MT. A ligação de Cu a esta proteína foi demonstrada recorrendo ã 
cromatografia de filtração com gel, através da qual foi possível separar os vários 
componentes da fracção subcelular FBPM. A resposta polarográfica foi máxima nas 
fracções onde eluiu a maior quantidade de Cu, mostrando a associação deste elemento 
á MT. 
O aumento dos níveis de MT medidos na fracção subcelular FBPM das amêijoas 
expostas a Cu, contrariamente ao que sucedeu nas expostas ao Cd, é menos dependente 
dos tecidos, da concentração de exposição e da forma de exposição (singular/mistura). 
Os níveis desta proteína no final do período de exposição aumentaram para cerca do 
triplo nas brânquias era todas as exposições, enquanto que, na glândula digestiva e na 
restante parte cdivel os teores de MT aumentaram para cerca do dobro nas exposições 
a 25 e 50 pg I1 e para o triplo na exposição polimetálica 
O padrão de acumulação de /n (Capitulo V), tal como aconteceu para o Cu, foi 
dependente da exposição, sendo semelhante nos tecidos para cada uma das exposições 
(Tabela B.l). Na exposição ás concentrações mais baixas, quer na forma individual 
(100 pg l1) quer em conjugação (50 pg l"1 Zn i 50 pg l1 Cu + 100 pg l1 Cd), os tecidos 
não acumularam os teores de Zn com um padrão definido, à excepção das brânquias e 
da restante parte edivel nas amêijoas expostas a 100 pg Zn 11 em que os uiveis 
aumentaram nos primeiros 7 dias de exposição mantendo-se constantes no restante 
período de exposição. Por outro lado, na exposição mais elevada (1000 pg l1), todos os 
tecidos acumularam exponencialmente este metal. 
Contrariamente á distribuição subcelular de Cd e Cu, a distribuição subcelular de Zn 
nos tecidos de II decussatus, mostrou que a maior quantidade deste elemento se 
encontra associado á fracção insolúvel (FI). No entanto, nas brânquias e na restante 
parte edivel das amêijoas expostas a 1000 pg Zn I"1 a percentagem de Zn associado á 
fracção subcelular FBPM aumentou relativamente aos mesmos tecidos das amêijoas 
não contaminadas. Nestes tecidos o aumento de Zn na fracção FBPM foi 
acompanhado |K>r um aumento da indução da síntese de MT. Tal como com o Cu, a 
ligação de Zn ã MT foi demonstrada recorrendo â cromatografia de filtração com gel, 
sendo a res|)osta polarográfica máxima nas fracções onde eluiu a maior quantidade 
de Zn, mostrando a associação deste elemento ã MT. 
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O aumento dos níveis de MT medidos na fracção subcelular FBPM das amêijoas 
expostas a Zn, tal como sucedeu nas expostas ao ("d, dependeu dos tecidos, da 
concentração de exposição e da forma de exposição (singular/mistura). Na exposição 
singular, os níveis desta proteína só foram induzidos nas brânquias e na restante 
parte edivel das amêijoas expostas a 1000 pg Zn l1, os teores desta proteína 
triplicaram nas brânquias e duplicaram na restante parte edivel. No entanto, tal 
como referido anteriormente o incremento dos niveis de MT loi superior nos 
diferentes tecidos das amêijoas expostas à mistura metálica (Capitulo VI). 
De uma forma geral, verificou-se que entre os três metais, o Zn corresponde ao metal 
cora a menor capacidade de induzir a síntese de MT. Por outro lado, a comparação da 
inducibilidade de MT pelo Cd e Cu, considerando cxjmjsíçôcs semelhantes em termos 
quantitativos (40 pg Cd l1 - 356 umol l1 e 25 pg Cu l"1 - 393 nraol l"1), verificou-se 
que ao fim de 40 dias de exposição os niveis desta proteína foram superiores nos 
tecidos das amêijoas ex|)ostas ao Cu. Assim, a inducibilidade de MTs noe tecidos de 
R. decussatos variou da seguinte forma: Cu > Cd > Zn. 
Dos resultados obtidos nos Capítulos III, TV e V também se verifica que existem 
importantes diferenças na cinética de eliminação destes metais, nos tecidos da 
amêijoa Enquanto, que a concentração de Cd dificilmente é eliminada nos tecidos de 
H decussatus, o Zn é rapidamente eliminado, mas com uma velocidade inferior á do 
outro metal essencial (Cu). Estes resultados mostram que os metais essenciais são 
mais rapidamente eliminados que os metais não-essenciais. 
A eliminação de Cd depende dos tecidos da amêijoa e da concentração de Cd a que os 
organismos foram prè-expostos (Capitulo III). De uma forma geral, o tempo de meia 
vida de Cxi foi superior na glândula digestiva, enquanto o tempo de meia vida 
calculado para a MT foi superior nas brânquias relativamente aos outros tecidos 
(Tabela 8.2), o que parece reflectir uma permanência de Cd na glândula digestiva 
mais longa, apesar da MT apresentar uma taxa de degradação superior. Isto jkmIc ser 
explicado |>elos niveis destas proteínas serem significativamente mais elevados neste 
tecido e/ou pela reciclagem de formação do complexo MT-Cd. 
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Por outro lado, o Cd foi eliminado mais lentamente nos tecidos das amêijoas expostas 
à menor concentração de Cd (Tabela 8.2). Em paralelo com a eliminação de Cd, foi 
observada uma degradação de MT inversamente proporcional ao tempo de meia vida 
deste elemento, ou seja, o t1/8de MT foi superior nos tecidos das amêijoas pré-expostas 
à concentração mais elevada (Tabela 8.2). Estas observações, tal como sugerido jior 
Langston et al. (1998), parecem mostrar que, para concentrações mais elevadas, a 
permanência de Cd possa estar relacionada com uma reciclagem do complexo MT-Cd, 
em que o Cd libertado induz novamente a síntese de MT. 
O tempo de meia vida da MT foi menor comparativamente com o tempo de meia vida 
do Cd em cada um dos tecidos e nas diferentes exposições (Tabela 8.2), sugerindo que 
a degradação e a regeneração de MT mantém teores elevados desta proteína, para 
impedir que o ião Cd livre interfira no metabolismo destes tecidos e assim 
funcionando como mecanismo de desintoxicação deste metal. 
Tabela a2 - Comparação entre os tempos de meia vida (tj«) de «ida metal e de MI durante o 
período de depuração de 50 dias, nos diferentes tecidos das amêijoas. 
Exposição a Cd Exposição a Cu Exposição ao Zn 
4 pg i"1 40 pg f •1 25 pg 11 50 pg r
1 100 pg r1 1000 pg r1 
Cd MT Cd MT Cu MT Cu MT Zn MT Zn MT 
Brânquias 49 20 45 30 6 18 (b) (b) 15 (a) 21 19 
Gl. Digestiva 78 14 55 22 5 20 (b) (b) 15 (a) 19 (a) 
Resto 30 9 (a) 18 12 16 (b) (b) (a) (a) (a) 18 
(ajos teores não decresceram; (b) não existem dados. 
Durante o período de depuração, a concentração de Cu e Zn decresceu 
consideravelmente (>70%) nos tecidos de R decnssatns, á excepção dos teores de Zn na 
restante parte edível. Em paralelo com a depuração destes metais foi observada uma 
rápida diminuição de MT, principalmente nos tecidos das amêijoas pré-expostas a Cu 
(Tabela 8.2). 
De uma forma geral, verificou-se que o tempo de meia de Cd nos tecidos de R 
decussatus foi superior ao tempo de meia vida estimado para os metais essenciais (Cu O 
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e Zu) e o tempo de meia vida da MT nos mesmos tecidos foi inferior ao calculado 
para os metais, ti excepção do Cu que apresentou o tempo de meia vida mais curto {tis 
Cd > tis Zn > t^ MT> ^ve Cii) (Tabela 8.2). Resultados similares foram detectados na 
ostra C. gigas, com tempos de meia vida estimados em 800 dias no caso do Cd, 60 dias 
no Zn, 10 dias no Cu e 25 dias no caso da MT (Cosson, 2000). 
As diferentes cinéticas de eliminação de cada um dos metais, podem ser explicadas 
em parte pela rápida degradação dos complexos de MT formados com Cu e Zn, 
comparativamente com os de Cd, sendo estes complexos mais estáveis. No caso de Cu a 
ligação com MT (Cu-MT), forma um complexo o qual é rapidamente transferido para 
os lisossomas e posteriormente eliminado do organismo, apresentando por isso um 
tempo de meia vida relativamente mais pequeno comparativamente cora os outros 
metais. No caso do Zn, também se observa uma rápida degradação de proteínas 
complexadas com este metal (que além das MTs, podem ser pequenos peptideos, 
glutationa, aminoácidos e proteínas de elevado peso molecular, como apontado j>or 
Baudrimont ct aí. (2003)). Resultados semelhantes suportando esta hipótese, foram 
descritos para o mexilhão M. cdulispara o Cd e Cu (Viarengo, 1989; Maroni, 1990) e 
para a amêijoa asiática C. ílum inca no caso do Zn e taml>ém do Cd (Baudrimont et 
ai, 2003). 
Os resultados obtidos neste trabalho reforçam o papel das MTk em processos de 
eliminação do Cu e Zn e explicam a permanência de Cd nos tecidos de R docussatus 
8.3. Aplicação da MT numa população natural de amêijoas R decussatus na 
Ria Formosa 
No final deste trabalho (Capitulo VII) ao aplicar os conhecimentos adquiridos a uma 
população natural de R decussatus, de forma a generalizar e concluir sobre a 
utilização desta proteina como biomarcador, em que o local seleccionado foi a Ria 
Formosa, verificou-se que apesar dos resultados dos estudos laboratoriais terem 
mostrado que o Cu apresenta a maior capacidade de induzir a síntese de MT, esta 
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relação não se verificou no campo. I)e facto, o modelo que descreveu a relação entre a 
MT, metais e peso nas brânquias, glândula digestiva e restante parte edivel das 
amêijoas recolhidas em diferentes locais da Ria Formosa, mostrou que o Cd foi o 
único metal que influenciou a síntese de MT em todos os tecidos das amêijoas 
recolhidas neste sistema lagunar. Verificando-se que, a variação espacial e sazonal 
da concentração de metais e MT nas brânquias e glândula digestiva da amêijoa Ji 
decassatns está relacionada com a diferente biodisponibilidade ambiental de ( d. 
Apesar de noutros trabalhos de campo os niveis de MT na glândula digestiva da li. 
decussatus poderem estar relacionados com as concentrações de Cu e Zn (Hamza- 
Chaffai et al, 1 !»<)<), 2000), os niveis destes dois metais presentes na Ria Formosa não 
induziram claramente a MT nesta espécie e neste local, mostrando neste caso que, os 
niveis de MT resultam de um equilíbrio entre os processos de síntese c de degradação 
da própria proteína Mesmo que os processos fisiológicos de desintoxicação sejam 
activados devido â exposição a Cu ou a Zn, este aumento de actividade |>ode não 
resultar obrigatoriamente num aumento da concentração de MT. 
De uma forma geral, constatou-se que no estudo de campo a concentração de M 1 
resulta de uma resposta â exposição ao Cd, particularmente nas brânquias e na 
glândula digestiva onde esta proteína |K>de ser utilizada como um indicador precoce 
de exposição ao Cd e um biomarcador útil para aceder jio estado toxicológico nesta 
população de amêijoa da Ria Formosa. 
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8.4. Conclusões 
Para concluir acerca da utilização da metalotionina como biomarcador na amêijoa 
K decnssHtus é necessário ter em consideração alguns aspectos importantes 
decorrentes dos resultados deste trabalho: 
(i) Este estudo revelou a possibilidade de controlar as variações intra e inter- 
es peei ficas da variabilidade da indução da metalotionina na amêijoa II decnssatas, 
em que os factores bióticos e abióticos, apesar de serem apontados como fontes de 
variabilidade desta proteína, nesta espécie a concentração metálica aparece como o 
factor determinante que afecta a síntese de MT. 
(ii) Os resultados deste trabalho mostraram que a indução da síntese de MT 
apresenta uma grande especificidade para os metais, principalmente para o Cd e Cu, 
sendo estes metais os principais indutores desta proteína. 
(iii) A capacidade desta proteína de responder precocemente a um estado de 
contaminação difere entre os metais: 
No caso do Cd essa capacidade foi demonstrada, pois mesmo em 
concentrações baixas e ambientalmente realistas deste elemento, a MT foi 
induzida nos diferentes tecidos de li decnssatas. Sendo a indução depende do 
tecido (Brânquias) Glândula digestiva» Restante parte edivel); 
No caso da exposição ao Cu, apesar da resjosta desta proteína depender do 
tempo e da concentração de exposição, a rápida eliminação do complexo MT- 
Cu em todos os tecidos, limita a sua utilização como biomarcador. 
Por último, a resposta da MT em função da exposição a Zn, revela que esta 
proteína não deverá ser utilizada com marcador deste tipo de contaminação, 
uma vez que só existe indução desta proteína |>or concentrações 
ambientalmente irrealistas deste elemento. Desta forma, quando se pretende 
utilizar a MT como biomarcador em zonas costeiras, onde ocorrem uma vasta 
gama de concentrações deste elemento a resposta desta proteína não reflecte 
as concentrações de Zn. 
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Metalotionina como biomarcador de contaminação metalica na amêijoa Kndiuii^s .iecir 
Anexo Dados das Experiências Laboratoriais 
Metalotionina como biomarcador de contaminação metálica na amêijoa M/í//, 
Tabela A.l - Concentração (nmol g ') (média ± a) de Cd (total e fracções subcclularcs) nas 
brãnquias, glândula digestiva e restante parte etlivel, em amêijoas não contaminadas durante 
90 dias. 
(Total — tecido total; PI - fracção snbcelular insolúvel; FKPM - fracção subcelular do elevado [«■«o 
molécula^ FBPM - fnução subcelular de baixo peso molecular). 
Concentração de Cd 
(nmol g'1) 
Tecido Dias Total Fl FEPM FBPM 
0 5.57 ± 1,41 1,39 ± 0,37 1,51 ± 0,42 2,25 ± 0,62 
7 5,52 ± 0,55 0,98 ± 0,10 2,22 ± 0,22 1,87 + 0,23 




21 6,76 ± 0,68 1,07 ± 0,11 1,07 ± 0,11 1,51 ± 0,46 
30 7,12 ± 0,71 2,05 ± 0,20 2,14 ± 0,21 2,40 ± 0,29 
c 
*2 40 5,87 ± 0,59 1,51 ± 0,15 1,69 ± 0,17 2,40 ± 0,27 ffl 50 8,10 ± 0,81 1,87 ± 0,19 1,69 ± 0,17 3,38 ± 0,45 
60 4,63 ± 0,46 1,60 ± 0,16 1,51 ± 0,15 2,58 ± 0,15 
75 5,25 ± 0,52 1,33 ± 0,13 1,25 ± 0,12 2,22 ± 0,27 
90 4,27 ± 0,43 0,98 ± 0,09 1,16 ± 0,12 2,94 ± 0,22 
0 30,10 ± 7,89 4,48 ± 0,95 9,58 ± 1,52 15,70 ± 5,19 
7 34,34 ± 3,43 5,16 ± 0,52 10,68 ± 1,07 8,72 ± 1,85 
ro > 14 47,33 ± 4,73 4,54 ± 0,45 8,10 ± 8,10 16,64 ± 3,83 
oo QJ 21 32,38 ± 3,24 3,47 ± 0,35 7,29 + 7,29 13,70 ± 4,45 D) 
b 30 31,22 ± 3,12 4,18 ± 0,42 9,43 ± 0,94 15,30 ± 1,76 
_ro 




50 24,29 ± 2,43 3,65 + 0,36 8,18 ± 8,18 12,54 ± 6,14 
60 23,57 ± 2,36 5,25 ± 0,52 11,12 ± 1.11 21,17 ± 0,72 
75 26,07 ± 2,61 5,78+ 0,58 10,23 ± 1,02 20,64 ± 1.01 
90 34,96 ± 3,50 5,78 ± 0,58 11,56 ± 1,16 20,91 ± 1.76 
0 2,58 ± 0,72 0,95 ± 0,20 1,38 ± 0,31 1,19 ± 0,45 
7 2,49 ± 0,25 0.80 ± 0,08 1,16 ± 0,12 1,16 ± 0,05 
05 > 14 3,47 ± 0,35 0,98 ± 0,10 1,25 ± 0,12 0,89 ± 0,12 
"O 0} 0) tr 
re 
21 1,96 + 0,20 0,71 ± 0,07 1,16 + 0,12 0,80 ± 0,01 
30 1,42 ± 0,14 0,98 ± 0,10 0,89 + 0,09 0,53 ± 0,09 
o. 
a 40 2,85 ± 0,28 1,07 ± 0,11 1,60 ± 0,16 1,42 + 0,02 
c 
re 50 3,91 ± 0,39 1,16 ± 0,12 1,87 ± 0,19 2,05 ± 0,09 Vi 03 
a: 
60 2,49 ± 0,25 0,71 ± 0,07 1,25 ± 0,12 1,33 + 0,05 
75 2,58 ± 0,26 0,89 ± 0,09 1,60 ± 0,16 1,42 ± 0,01 
90 2,58 ± 0,26 0,89 ± 0,09 1,78 ± 0,18 1,51 ± 0,01 
Anexo Dados das Experiências Laboratoriais 
Tabela A,2 - Concentração (nmol g1) (média ± O) de Cd (total e fracções subcelulares) nas 
branqui as, glândula digestiva e restante parle edivel, cm amêijoas exjíostas a 4 jig Cd 1 
durante 40 dias e depuradas durante 50 dias. 
(Total - tecido total: FI - fracção subcelular insolúvel; MíPM - fracção snbcelular de elevado peso 
molecular; FBPM - fracção snbcelnlar de baixo peso niolecular> 
Concentração de Cd 
(nmol g 
Tecido Dias Total FI FEPM FBPM 
0 5,57 + 1.41 1,39 ± 0,37 1,51 ± 0,42 2,25 ± 0,62 
7 59,78 ± 5,98 10,94 ± 0,11 5,52 ± 0,06 47.33 ± 5.81 
14 88,96 ± 8,90 18,24 ± 0,18 16,99 ± 1,70 65,47 ± 7,01 
w 21 123,39 ± 12,34 31,94 ± 0,32 26,87 ± 2,69 70,19 ± 9,33 
.2 
'5 30 139,93 ± 13,99 31,67 ± 0.32 25,00+ 2,50 74,37 ± 11,18 O" 
c <a> 40 164,75 17,90 25,80 ± 0,26 22,77 ± 2,28 98,28 ± 15,36 
m 50 122,05 ± 12,21 20,46 ± 0.20 20,91 ± 2,09 107,29 + 9,91 
60 137,53 ± 13,75 19,30 ± 0,19 20,55 ± 2,05 96,17 ± 11,51 
75 123,30 ± 14,90 30,96 + 0,31 24,46+ 2,45 97,23 ± 13,20 
90 72,86 ± 7,29 17,35 ± 0,17 20,73 ± 2,07 64.67 ± 5,04 
0 30,10 ± 7,89 4,48+ 0,95 9,58 ± 1,52 15,70 ± 5,19 
7 84,07 ± 8,41 6,94 ± 0,69 10,59 ± 1,06 54,18 ± 6,65 
<0 > 14 101,59 ± 10,16 13,52 ± 1,35 16,72 ± 1,67 81,75 + 7,13 
«0 (D O) Q 
21 98,75 ± 9,87 18,50 ± 1,85 29,62 ± 2,96 76,86 ± 5,06 
30 168,49 ± 16,85 41,46 ± 4,15 36,83 ± 3,68 115,38 ± 9,02 
_ro 40 339,65 ± 33,96 65,65 ± 6,57 78,02 ± 7,80 183.79 ± 19,60 ■o 
c 50 419,09 ± 41,91 67.08 ± 6,71 67,61 ± 6,76 250,87 + 28,44 
«0 
O 60 277,56 + 22,76 37,72 ± 3,77 43,59 ± 4,36 152,12 ± 14,63 
75 295,44 ± 17,80 35,85+ 4,18 122,50+ 12,25 137,09 + 10,80 
90 256,65 ± 25,66 79,09 ± 7,91 97,32 ± 9,73 202,74 ± 8,02 
0 2,58 ± 0,72 0,95 ± 0,20 1,38 ± 0,31 1,19 ± 0,45 
7 8,27 ± 0,83 2,31 ± 0,23 2,94 ± 0,29 3,11 ± 0,30 
> 14 13,26 ± 1,33 2,67 ± 0,27 6,94 + 0,69 9,70 ± 0,36 T3 O 21 17,70 ± 1,77 7,92+ 0,79 11,21 ± 1,12 12,37 + 0,18 




30 21,44 ± 2,14 12,45 ± 1,25 12.54 ± 1,25 17,61 ± 0,36 
40 31,49 ± 3,15 11,30 ± 1,13 14,14 ± 1,41 18,59 ± 0,60 
50 23,31 ± 2,33 10,85 ± 1,09 13,52 ± 1,35 20,99 + 0,09 (A 03 60 28,29 + 2,83 10,94+ 1,09 14,14+ 1,41 21,17 ± 0,32 CU 
75 10,59 ± 1,06 4,27 ± 0,43 6,23 ± 0,62 9,34 ± 0,01 
90 8,72 ± 0,87 6,76 ± 0,68 6.94+ 1,60 5,43 ± 1,42 
Metaiotionina como biomarcador de contaminação metálica na amêijoa Rmiiuit. 
Tabela A.3 - Concentração (nmol ^1) (média ± a) de Cd (total e fracções subcelulares) nas 
brânquias, glândula digestiva e restante parte edivel, em amêijoas ex^tas a 40 pg (d 1 
durante 40 dias e depuradas durante 50 dias. 
(Total - tecido total; FI - fracção subcelular insolúvel; FEPM - fracção subcelular de elevado j)eso 
molecular; I''BPM - fracção subcelular de baixo peso molecular). 
Concentração de Cd 
(nmol g1) 
Tecido Dias Total FI FEPM FBPM 
0 5,57 ± 1.41 1,39 ± 0,37 1,51 ± 0,42 2,25 ± 0,62 
7 93,50 ± 10,30 59,69 ± 0,80 21,35 ± 3,56 102,84 ± 32,00 
14 292,81 ± 23,30 83,53 ± 8,40 79,53 ± 7,95 146,25 ± 64,90 
cn 21 431,55 ± 33,20 106,22 ± 10,50 70,81 ± 7,08 204,07 ± 48,20 ro 
's 30 658,41 ± 45,80 127,39 ± 15,70 102,13 ± 10,21 336,36 ± 74,20 CT C 
*2 40 687,04 ± 68,00 183,26 ± 15,40 81,13 ± 8,11 
405,39 ± 31,30 
m 50 674,67 ± 67,47 123,03 ± 13,40 93,05 ± 12,99 512,41 ± 53,25 
60 539,72 ± 54,00 107,64 ± 10,60 94,30 ± 14,23 437,77 ± 38,69 
75 547,10 ± 54,71 126,77 ± 13,70 111,56 + 11,16 327,37 ± 42,29 
90 130,86 ± 15,20 28,91 ± 3,60 19,04 ± 1,90 64,14 ± 10,70 
0 30,10 ± 7,89 4,48 ± 0,95 9,58 ± 1.52 15,70 ± 5,19 
7 224,62 ± 11,08 56,40 ± 5,64 76,77 ± 7,68 186,20 ± 2,22 
n > 14 306,73 ± 22,46 72,68 ± 7,27 67,79 ± 6,78 224,10 ± 8,42 
w <i> O) 
õ 
21 570,77 ± 30,67 99,99 ± 10,00 79,89 ± 7,99 365,91 ± 12,69 
30 1652,52 ± 57,08 179,97 ± 18,00 89,76 ± 8,98 601,13 ± 30,10 
-* 40 1810,88 ± 165,25 694,96 ± 69,50 232,36 ± 23,24 1200,11 ± 72,52 
XJ c 50 1646.03 ± 162,84 560,89 ± 56,09 214,57 ± 21,46 1121,92 ± 85,29 
•03 
O 60 1628,41 ± 164,60 541,41 ± 89,73 185,13 ± 18,51 834,29 ± 56,37 
75 978,56 ± 181,09 564,26 ± 71,43 208,25 ± 25,83 750,73 ± 83,84 
90 978,56 ± 97,86 211,99 ± 21,20 110,49 ± 11,05 587,25 ± 65,61 
0 2,58 ± 0,72 0,95 ± 0,20 1,38 ± 0,31 1,19 ± 0,45 
7 33,89 ± 3,39 35,67 ± 3,57 31,49 ± 3,15 29,36 ± 3,29 
"3 > 14 52,40 ± 5,24 20,82 ± 2,08 38,96 ± 3,90 35,41 ± 0,71 
"■5 o 21 100,35 ± 10,03 57,65 ± 5,76 64,50 ± 6,45 82,91 ± 2,22 0) M RJ 30 156,04 ± 15,60 72,59 ± 7,26 67,88 ± 6,79 97,95 ± 1,56 O. 
0) 40 216,17 ± 21,62 88,34 + 8,83 61,12 ± 6,11 105,24 ± 6,67 
c 
<s 50 203,27 ± 20,33 89,32 ± 8,93 69,12 ± 6,91 143,49 ± 4,48 tf) (D 60 233,08 ± 23,31 87,71 ± 8,77 79,35 ± 7,94 164,67 ± 6,60 Ol 
75 249,80 ± 24,98 74,83 ± 9,48 84,69 ± 8,47 145,45 ± 7,03 
90 233,52 ± 23,35 65,03 ± 6,50 50,80 ± 5,08 82,73 ± 11,77 
ANEXO Dados das Experiências Laboratoriais 
Tabela A.4 - Concentrarão (nmol g1) (média ± O) de Ou (total e fracções subcelulares) nas 
brânquias, glândula digestiva e restante parte edivel, em amêijoas não contaminadas durante 
90 dias.   
(Total - tecido total; FI - fracção subcelular insolúvel; FEPM - fracção subcelular de elevado peso 
molecular; FBPM - fracção subcelular de baixo peso molecular). 
Concentração de Cu 
(nmol g'1) 
Tecido Dias Total FI FEPM FBPM 
0 77,51 ± 7,75 17,11 ± 1,71 20,14 ± 2,01 40,25 1 4,03 
7 69,78 ± 6,98 5,04 ± 0,50 6,58 ± 0,66 58,16 1 5,82 
14 146,96 ± 14,70 24,43 ± 2.44 36,19 ± 3,87 86,34 1 8,38 
V) 21 66,87 ± 6,69 5,05 ± 0,50 17,261 1,73 44,57 1 4,46 ro 
3 30 58,83 ± 5,88 5,78 ± 0,58 19,721 1,97 33,33 1 3,33 D" C 40 75,98+ 7,60 5,31 ± 0,53 18,381 1,84 52,29 1 5,23 
m 50 87,62 ± 8.76 5,36 ± 0,54 18,251 1,83 64,001 6,40 
60 104,08 ± 10,41 16,87+ 1,69 31,591 3,16 55,62 1 5,56 
75 48,80 ± 4,88 5,92 ± 0,59 7,56 1 0,76 35,321 3,53 
90 53,20 ± 5,32 8,26 ± 0,83 10,261 1,03 34,681 3,47 
0 263,40 ± 26,34 20,80 ± 2,08 84,54 1 8,45 158,061 15,81 
7 259,36 ± 25,94 36,95 ± 3.70 107,02 1 10,70 115,381 11,54 
ro > 14 282,79 ± 28,28 32,69 ± 3,27 109,51 1 10,95 140,591 14,06 
tn 03 
ra Q 
21 229,70 ± 22,97 35,05 ± 3,50 116,541 11,65 78,11 1 7,81 
30 111,48± 11,15 6,33 ± 0.63 54,36 1 5,44 50,79 1 5,08 
JS 40 123,29 ± 12,33 6,36+ 0,64 74,131 7,41 42,801 4,28 mJ ■a c 50 202,58 ± 20,26 6,34 ± 0,63 73,781 7,38 122,47 1 12,25 
«o 
O 60 182,74 ± 18,27 6,46 ± 0,65 34,49 1 3,45 141,791 14,18 
75 82,77 ± 8,28 7,17 ± 0,72 60,43 1 6,04 15,161 1.52 
90 42,93 ± 4,29 13,06 ± 1,31 70,381 7,04 40,50 1 4,00 
0 69,23 ± 18,88 24,52 ± 2,45 37,35 1 6,92 7,361 9,51 
7 75,65 ± 15,74 33,04+ 3,30 23,67 i 7,56 18,94 1 4,87 
"© 
t> 14 50,39 ± 18,88 44,55 + 4,45 30,68 1 5,04 24,84 1 9,39 




30 41,15 ± 18,88 36,38 ± 3,64 25,291 4.11 20,53 1 11,13 
40 69,39 ± 18,88 40,15 ± 4,01 28,11 1 6,94 1,13 1 7,93 
C 
2 tn 0) 
o: 
50 89,51 ± 3,15 44,82 ± 9,20 31,381 4,23 13,31 1 10,29 
60 39,24 ± 18,88 35,12 ± 3,51 27,191 3,92 23,07 1 11.45 
75 52,42 ± 4,72 36,86 ± 3,69 28,931 5,24 13,37 1 4,21 
90 74,64 ± 18,88 40,21 ± 4,02 31,391 7,46 13,051 3,40 
Metalotionina como biomarcador de contaminação metálica na amêijoa Ruduapes de cus 
Tabela A.5 - Concentração (nmol g"1) (média ± O) de Cu (total e fracções subcelulares) nas 
bnlnquias, glândula digestiva e restante parte edivel, em amêijoas expostas a 25 pg Cu l'1 
durante 40 dias e depuradas durante 50 dias. 
(Total - tecido total; FI - fracção suboelular insolúvel; FEPM - fracção snbcelular de elevado peso 
molecular; FBPM - fracção snbcelular de bíiixo peso molecular). 
Concentração de Cu 
(nmol g'1) 
Tecido Dias Total FI FEPM FBPM 
0 77,51 ± 7,75 17,11 ± 1.71 20,14 ± 2,01 40,25 ± 4,03 
7 85,61 ± 8,56 40,44 ± 4,04 9,44 ± 0,94 35,72 ± 3,57 
14 289,18 ± 28,92 71,45 ± 7,14 67,71 ± 6,77 150,02 ± 15,00 
</> ra 3 O" 
21 321,00 ± 12,13 70,03 ± 7,00 18,10 ± 1,81 233,00 ± 3,32 
30 493,24 ± 49,32 65,02 ± 6,50 82,01 ± 8,20 346,21 ± 34,62 
c 
*2 40 539,76 ± 53,98 170,85 ± 17,08 149,79 + 14,98 352,00 ± 21,91 
m 50 148,07 ± 14,81 54,92 ± 5,49 40,68 ± 4,07 52,46 ± 5,25 
60 57,27 ± 5,73 23,07 ± 2,31 26,25 ± 2,63 7,94 ± 0,79 
75 44,83 ± 4,48 21,79 ± 2,18 24,94 ± 2,49 1,90 ± 0,00 
90 53,20 ± 9,00 8,26 ± 2,00 10,26 ± 1,90 34,68 ± 6,60 
0 263,40 ± 26,34 20,80 ± 2,08 84,54 ± 8,45 158,06 ± 15,81 
7 94,73 ± 9,47 33,05 ± 3,30 14,95 ± 1,49 46,74 ± 4,67 
ro > 14 934,23 + 93,42 190,95 ± 19,09 102,71 ± 10,27 640,57 ± 64.06 
<n <D 21 943,00 ± 24,36 68,14 ± 6,81 15,42 ± 1,54 560,00 ± 16,00 a> 
b 30 1383,30 ± 138,33 361,14 + 36,11 400,72 + 40,07 621.45 ± 62.14 
3 40 2896,70 ± 289,67 641,71 ± 64,17 472,86 ± 47,29 1782,13 ± 178,21 T> C 
«TJ 
0 
50 676,13 ± 67,61 173,45 ± 17,34 226,24 ± 22,62 276,44 ± 27,64 
60 181,29 ± 18,13 32,10 ± 3,21 46,08 ± 4,61 103,10 ± 10,31 
75 78,63 ± 7,86 36,67 ± 3,67 52,77 ± 5,28 10,81 ± 1,08 
90 82,77 ± 8,30 17,18 ± 1,90 60,43 ± 5,90 53,06 ± 6,00 
0 69,23 ± 18,88 24,52 ± 2,45 37,35 ± 6,92 7,36 ± 5,64 
7 225,66 ± 4,72 60,43 + 2,01 34,46 ± 1.15 43,59 ± 1,56 
"Õ > 14 246,09 ± 20,46 131,78 ± 7,54 51,39 ± 6,43 62,92 ± 6,48 
"O 0) 0) t 0) 
21 219,05 ± 20,46 111,42 + 3,71 57,60 ± 1,92 50,04 ± 14,82 
30 302,96 ± 6,29 203,10 ± 8,34 163,83 ± 5,46 63,96 ± 7,51 Q. 
® 40 337,87 ± 23,60 281,43 ± 10,95 188,90 ± 9,44 132,45 ± 3,21 
C ro 50 264,19 ± 18,88 154,01 ± 5,13 174,27 ± 5,81 64,08 ± 7,94 
m ® o; 60 249,90+ 11,02 158,31 ± 5,28 141,43 ± 4.71 49,83 ± 1,02 
75 274,66 ± 22,03 182,79 + 9,24 132,14 ± 7,55 40,26 ± 5,24 
90 190,14+ 5,90 151,17± 6,00 104,83 ± 4,10 15,95 ± 2,60 
ANEXO Dados daí Experiências Laboratoriais 
Tabela A.6 - Concentrarão (nmol g"1) (m.Vlia ± a) de Cu (total e fraerões snbcelulares) nas 
branqui as, glândula digestiva e restante parte edivel, cm amêijoas expostas a 50 pg Cu 1 
durante 25 dias. , , , , , , a 
(Total - tecido total; FI - fracção subcelular insolúvel; FEPM - fracção subcelular de elevado peso 
molecular; FBPM - fracção subcelular de baixo peso molecular). 
Concentração de Cu 
(nmol g"1) 
Tecido Dias Total FI FEPM FBPM 
0 77,51 ± 7.75 17,11 ± 1.71 20,14 ± 2,01 40,25 ± 4,03 
V) ro 7 803,56 ± 80,36 281,07 ± 66,34 221,98 ± 22,20 200,51 ± 8,18 3 cr 14 910,00 ± 41,03 294,88 ± 9,49 336,02 ± 13,60 379,00 ± 17,94 
<nj 
m 21 962,00 ± 105,57 249,55 ± 4,95 
302,04 ± 10,20 511,00 ± 90,41 
25 1097,99 ± 142,85 380,79 38,10 440,44 ± 44,00 676,77 ± 120,70 
0 263,40 ± 26,34 20,80 ± 2,08 84,54 ± 8,45 158,06 ± 15,81 
ra m 7 801,60 ± 80,16 241,78 ± 24,18 308,71 ± 30,87 251,11 ± 25,11 ■o to 
£ 03 <2 OJ 
O D 
14 1930.03 ± 193,00 584.96 ± 58,50 725,44 ± 72,54 619,63 ± 61,96 
21 2033,00 + 153,39 528,90 ± 42,89 686,14 ± 48,61 1118,83 + 61,88 
25 2199,13 ± 270,00 623,22 ± 92,30 757,33 ± 85,70 1418,59 ± 191,90 
0 69,23 ± 3,73 24,52 ± 2,45 37,35 ± 6,92 7,36 ± 5,64 
® > 7 303,24 ± 15,16 194,94 ± 25,48 220,21 ± 11,01 111,92 ± 21,33 
£ "o 2 o 
<0 0) ® -c 
14 385,90 ± 28,74 242,00 ± 15,06 244,64 ± 12,23 100,74 ± 1,45 
21 576,05 ± 13,07 232,75 ± 8,49 196,05 ± 9,80 147,26 ± 5,23 
o. 25 607.39 ± 29,20 426,87 ± 19,70 354,22 ± 15,60 213,70 ± 11,00 
Metalotionina como biomarcador de contaminação metálica na amêijoa Riuliut, 
Tabela A.7 - Concentração (nmol g') (média ± a) do Zn (total o fracções subcolulares) nas 
brânqnías, glândula digestiva e restante parte edivel, em amêijoas não contaminadas durante 
90 dias. 
(Total - tecido total; Kl - fracção subcelular insolúvel; FEPM - fracção subcelular dc elevado jteso 
molecular; FBPM - fracção subcelular de baixo peso molecular). 
Concentração de Zn 
(nmol g'1) 
Tecido Dias Total Fl FEPM FBPM 
0 2106± 149 1581 1 204 12821 135 7571 189 
7 1844 ± 192 1393 1 139 6381 72 686 1 187 




21 1530± 153 1162 1 244 3791 73 4101 163 
30 1522 ± 146 11601 109 338 1 32 311 1 5 
c <2 40 1775± 169 12971 135 2851 132 1931 98 
CD 50 1726± 182 1309 1 131 196 1 43 2221 8 
60 1522 ± 146 9571 100 2091 56 356 1 10 
75 1730 ± 201 12051 135 184 1 31 341 1 35 
90 1639 ± 262 1338 1 191 3371 31 336 1 40 
0 2249 ± 328 14731 126 12741 143 14731 59 
7 21001 203 1678 1 164 1280 1 110 958 1 70 
ro > 14 2141 ± 214 15581 166 13121 143 828 1 95 
ifí 03 21 15551 163 13171 124 7231 65 6851 28 D) 
b 30 14961 152 896 1 85 562 1 40 539 1 25 
JS 3 40 21371 251 11301 120 446 1 33 5621 57 
n c 
O 
50 16581 159 1034 1 101 698 1 71 5741 14 
60 17961 175 1567 1 191 499 1 24 570 1 40 
75 15981 258 1015 1 97 555 1 33 529 1 128 
90 16281 323 997 1 95 ■H r^ 49 554 1 179 
0 849 1 37 329 1 39 178 i 25 157 1 28 




21 816 1 53 603 i 82 398 1 46 185 1 74 
30 8171 48 5681 205 3151 40 2661 97 Q. 
0) 40 7101 358 588 1 246 6721 75 2501 37 
c 
2 50 867 1 55 606 1 87 408 1 41 2471 72 V) ai tr 60 998 1 74 7161 96 254 1 24 228 1 46 
75 10791 73 746 1 115 360 1 39 2271 81 
90 1043 1 90 809 1 191 542 1 53 291 1 53 
<NEXO Dados das Experiências Laboratoriais 
Tabela A.8 - Concentração (nmol g"1) (mwlia ± o) do Zn (total e fracções subcelulares) nas 
brânqnias, glândula digestiva e restante parte edivel, em amêijoas expostas a 100 pg Zn l"1 
durante 40 dias e depuradas durante 50 dias. 
(Total - tecido total; FI - fracção subcelular insolúvel; FEPM - fracção subcelular de elevado peso 
molecular; FBPM - fracção subcelular de baixo peso molecular). 
Concentração de Zn 
(nmol g1) 
Tecido Dias Total FI FEPM FBPM 
0 2106 ± 149 1581 ± 204 1282 ± 135 757± 189 
7 2809 ± 199 1062± 99 1061 ± 96 885+ 13 
14 2888 ± 226 1857± 190 850 ± 144 581 ± 107 
21 2749 + 210 1863± 180 901 ± 125 615 ± 95 
.2 
"5 30 2705 ± 212 1065± 147 1071 ± 275 969 ± 10 
c 
«J0 40 2913 ± 236 1646± 163 1442 ± 130 1024 1 56 
m 50 2678 ± 200 1246± 130 1386 ± 127 845 1 57 
60 2425 ± 176 1371 ± 132 1039 ± 342 614 1 3 
75 1827 + 159 1343± 119 909 ± 51 4251 11 
90 2058 ± 195 1250± 133 918 ± 92 290 1 30 
0 2249 ± 328 1473± 126 1274 ± 143 14731 59 
7 3139 + 310 1796± 175 1624 + 90 15191 45 
ro > 14 3875 ± 585 1976+ 186 1735 ± 200 1564 1 99 
w 0) 21 2612 ± 272 1637± 153 1440 ± 140 1064 i 21 D) 
D 30 3537 ± 355 1744± 185 1589 + 127 13031 43 
ro 3 40 3755 ± 375 2270± 179 1924 ± 140 1861 1 56 
"O c ■ro 
CD 
50 3372 ± 343 1366± 127 1289 ± 62 1516 i 154 
60 2521 ± 257 1655± 197 1181 ± 44 11841 16 
75 2075 + 209 1340 ± 131 1232 + 66 8031 12 
90 2425 ± 351 1139 ± 115 1021 ± 140 785 1 97 
0 849 ± 37 329 ± 39 178 ± 25 157 1 27 
7 1182 ± 112 937 ± 96 548 ± 59 1031 43 
03 > 14 1274 ± 162 816 ± 82 561 ± 56 1031 11 
^5 © 21 1105 ± 111 958± 102 1022 ± 104 1751 95 
t 
ro 30 1191 + 120 969 ± 97 1077 + 114 2551 90 o. 
© 40 1230 + 129 1129+ 119 583 + 48 481 1 37 
c 
s 50 1506 + 145 1099± 120 437 ± 39 129 1 14 












117 1 25 
2761 17 
90 1494 ± 212 1063± 187 345 + 39 140 1 14 
Metalotionlna como biomarcador de concammacao meralica na amei)oa 
Tabela A.9 - Concentração (mnol f«"') (nuyliii ± a) do Zn (total e fracções subcolnlares) nas 
brânquias, glândula digestiva e restante parte edivel, em amêijoas expostas a 1000 pg Zn I"1 
durante 40 dias e depuradas durante 50 dias. 
(Total - tecido total; FI - fracção subcelular insolúvel; FEPM - fracção subcelular do elevado poso 
molecular; FBPM - fracção subcelular de baixo jh-so molecular). 
Concentração de Zn 
(nmol g'1) 
Tecido Dias Total FI FEPM FBPM 
0 2106 ± 149 1581 ± 51 1282+ 135 7571 36 
7 2904 ± 227 2240 ± 221 918+ 113 965 + 106 




21 4382 ± 374 3188 ± 435 979 + 420 18151 180 
30 5814 + 461 4408 ± 431 1675+ 104 3031 1 374 
c <2 40 9956 ± 931 6280 ± 621 1879+ 308 34961 403 
m 50 5522 ± 475 4508 ± 378 1631 + 125 33381 280 
60 5170 ± 428 3899 ± 381 1067 + 449 18031 502 
75 5029 ± 658 4199 ± 375 755 ± 296 20761 405 
90 5046 ± 822 4093 ± 545 1066± 148 18871 171 
0 2249 ± 328 1473 ± 126 1274+ 143 14731 59 
7 2406 ± 265 1063 ± 208 534 ± 60 21351 32 
> 14 2779 + 251 1074 + 191 1047± 98 18731 38 
w O) 21 5809 ± 578 2023 ± 215 1598 ± 160 20881 203 O) 
o 30 8371 ± 1053 5418 ± 150 2256 ± 222 14961 680 




50 4949 ± 386 2472 ± 158 1536+ 86 1641 1 142 
60 4221 ± 427 1963 ± 236 1326+ 100 1731 1 91 
75 4149 ± 417 2518 ± 126 11231 37 12571 255 
90 4248 ± 497 1772 ± 205 13201 44 1355 1 248 
0 849 ± 37 329 ± 39 178 1 25 157 1 27 
7 1473 ± 142 1193 ± 107 9261 100 810 1 65 
"03 > 14 1586 + 209 1106 + 112 1024 1 106 544 1 80 
"D 0} 0) t 
ro 
21 1803 ± 273 1732 ± 202 685 1 73 614 1 27 
30 2512 ± 249 1881 ± 199 554 1 49 7771 19 Q. 0) 40 4150 ± 418 2661 ± 308 1261 1 97 1628 í 135 
c 
s 50 3515 ± 349 2073 ± 238 595 1 68 846 1 430 V) ffl 
a: 60 3952 ± 388 2615 ± 168 527 1 53 810 1 167 
75 4227 ± 467 2662 ± 215 554 1 89 711 1 163 
90 3007 ± 223 2020 + 185 452 1 112 565 1 73 
Anexo Dados das Experiências Laboratoriais 
Tabela A.10 - Concentração (nmol g"1) (média ± a) de Cd (total e fracções subcelulares) nas 
brânquias, glândula digestiva e restiiute parte edivel, em amêijoas expostas a uma mistura 
metálica (100 pg Cd l1 4 50 (ig Ou l1 + 100 pg Zn I1) durante 25 dias. 
(Total - tecido total; FI - fracção subcelular insolúvel; FBPM ■ fracção snbcelular de elevado peso 
molecular; FBPM - fracção subcelular de baixo peso molecular). 
Concentração de Cd 
(nmol g"1) 
Tecido Dias Total FI FEPM FBPM 
o 5,57 ± 1,41 1,39 ±0,37 1,51 ± 0,42 2.25 ± 0,62 
íS 7 469,71 ± 29,52 151,62± 15,16 63,59 ± 6,36 254,50 ± 8,00 
O" 14 612,36 ± 45,48 114,68 ± 11,47 50,04 ± 5,00 447,64 ± 29,01 
*2 21 763,74 ± 57,90 225,25 ± 22,52 60,77 ± 6,08 477,71 ± 29,29 
25 780,00 ± 40,03 202,71 ± 20,27 61,21 ± 12,61 486,07 ± 83,64 
0 30,10 ± 7.89 4,48 ± 0,95 9,58 ± 1,52 15,70 ± 5,19 
«5 7 1009,20 ± 119,60 234,41 ± 45,45 112,14 ± 23,18 762,65 ± 50,97 
"1 « 14 1206,63 ± 139,11 262,55 ± 73,59 151,51 ± 62,55 892,57 ± 20,97 
0 5 21 1220,24± 152,72 268,98 ± 80,02 171,30± 82,34 879,96 ± 19,61 
25 1253,00 ± 174,80 354,25 ± 65,65 124,27 ± 35,31 874,47 ± 73,83 
0 2,58 ± 0,72 0,95 ± 0,20 1,38 ± 0,31 1,19 ± 0,45 
® > 7 117.01 ± 11,70 57,85 ± 5,78 17,71 ± 1,77 41,46± 4.15 
ro "S -14 206,85 ± 20,69 104,94 ± 10,49 32,03 ± 3,20 69,88 ± 6,99 
J t 21 339,72 ± 72,84 109,91 ± 20,95 35,48 ± 3.55 194,33 ± 48,34 
^ 25 389,41 ± 84,13 154,33 ± 43,26 32,63 ± 6,32 202,45 ± 45.45 
■^etalotionma como biomarcaaor de contaminação metalica na amêijoa RinJiiapiy dccu. 
Tabela A-l 1 - Concentração (nmol f»'1) (média ± a) de Cu (total e fracções subcelulares) nas 
brânquias, glãndiila digestiva e restiinte parte edivel, em amêijoas expostas a uma mistura 
metálica (100 pg Cd l"1 + 50 pg Cu I"1 + 100 pg Zn I"1) durante 85 dias.. 
(Total - tecido total; FI - fracção subcelular insolúvel; FEPM - fracção subcelular de elevado peso 
molecular; FBPM - fracção subcelular de baixo peso molecular). 
Concentração de Cu 
(nmol g1) 











77,51 ± 7,75 
357,89 ± 25,79 
450,18 ± 15,02 
809,66 ± 40,97 
888,66 ± 61,87 
17,11 1 1,71 
157,58 1 10,76 
209,76 1 60,98 
258,43 1 59,84 
287,15 37,15 
20,14 1 2,01 
139,261 18,93 
172,61 1 51,26 
251,87 1 29,19 
206,27 1 46,27 
40,251 4,03 
161,05 1 26,11 
267,81 1 12,78 
499,36 1 25,94 















263,40 ± 26,34 





160,09 1 16,01 
176,861 7,69 
382,20 1 28,22 
220,62 1 12,06 
84,54 1 8,45 
206,19 1 20,62 
228,421 12,84 
353,41 1 25,34 
272,571 17,26 
158,061 15,81 
291,81 1 19,18 
342,98 1 34,30 
1112,551 61,26 




















24,52 1 2.45 
70,41 1 7,04 
60,11 i 6,01 
71,961 7,20 




54,44 1 10,44 
142,421 19,24 
7,36 1 5,64 
102,821 10,72 
129,38 1 18,06 
130,621 29,40 
170,281 17,90 
Anexo Dados das Experiências Laboratoriais 
Tabela A. 12 - Concentração (nniol g'1) (média ± a) de Zu (total e fracções snbcelulares) nas 
branqui as, glândula digestiva e restante parte edível, em amêijoas expostas a uma mistura 
metálica (100 pg Cd 11 4 50 pg Cu l1 + 100 pg Zn l1) durante 25 dias. 
(Total - tecido total; F1 - fracção subcelular insolúvel; FEPM - fracção subcelular de elevado peso 
molecular; FBPM - fracção subcelular de baixo peso molecular). 
Concentração de Zn 
(nmol g'1) 
Tecido Dias Total Fl FEPM FBPM 
0 2106 ± 149 1581 ± 204 1282 4 135 757 4 189 
to ro 7 1623 ± 247 719 ± 107 535 4 76 370 4 64 
D" 14 2863 ± 263 763 ± 151 360 4 54 1740 4 58 
tE 
m 21 1988 ± 153 787 ± 84 1027 4 109 974 4 40 
25 1680 ± 151 496 ± 53 1147 4 107 837 4 29 
0 2249 ± 328 1473 ± 126 1274 4 143 1473 4 59 
J5 ro 7 5221 ± 525 1415 ± 146 1446 4 146 2359 4 233 
| « £ ® 14 2868 ± 283 761 ± 72 726 4 68 1382 4 143 «T3 O) 
O Q 21 2043 ± 207 1287 ± 125 839 4 89 717 4 57 
25 3166 ± 306 2606 ± 274 1397 4 159 1236 4 127 
0 849 ± 37 329 ± 39 178 4 25 157 4 27 
® > 7 1131 ± 122 685 ± 73 688 4 76 241 4 27 











795 4 84 
826 4 77 
642 4 45 
600 4 49 
Q. 25 1122 + ± 112 1013 ± 96 781 4 78 673 4 61 
Metalotionina como biomarcador de contaminação metálica na amêijoa Kiuiiid/ws t/c-, 
Tabela A. 13 - Concentração (nmol g"1) (média ± a) de MT nas brânquias, glândula digestiva e 
restante parte edível, em amêijoas não contaminadas e expostas a Cd (4 e 40 pg 1" ) e Zn (100 e 
1000 pg I ') durante 40 dias e depuradas durante 50 dias e expostas a Cu (25 e 50 pg 1" ) e a uma 
mistura metálica (100 pg Cd I1 + 50 pg Cu 11 + 100 pg Zn l1) durante 25 dias. 
Concentração de MT 
(nmol g1) 
Cd Cu Zn 
— Mitura 
O o H 
CO 
O Controlo 4 pg i"1 40 Mg r1 25 Mg i1 50 Mg I"1 100 Mg r1 1000 MQ I" i metálica 
0 330 ± 33 330 ± 33 330 ± 33 324 ± 66 324± 66 291 ± 91 291 ±91 330 ±75 
7 366 ± 37 361 ± 36 533 ± 43 461 ± 57 534 ± 76 407 ± 80 451 ±51 801 ±69 
14 352 ± 35 387 ± 39 550 ± 45 534 ± 67 663 ± 105 510 ± 90 710 ±120 870 ±96 
</) 
.2 3 
21 352 ± 40 438 ± 44 586 ± 49 521 ± 102 889 ± 131 538 ± 88 792 ±12 1035 ±135 





40 340 ± 34 412 ± 41 605 ± 51 913 ± 205 480 ± 80 837 ± 97 
50 384 ± 38 403 ± 40 526 ± 43 701 ± 112 314 ± 74 552 ±115 
60 319 ± 32 343 ± 34 473 ± 41 531 ± 123 361 ± 71 540 ± 54 
75 357 ± 36 369 ± 37 455 ± 55 445 ± 167 288 ± 68 448 ±104 





698 ± 80 
669 ± 67 
703 ± 70 
656 ± 66 
25/30 608 ± 70 D 
ro 
D 







690 ± 69 
654 ± 65 
630 ± 63 
659 ± 76 
590 ± 49 





819 ± 82 
724 ± 72 
667 ± 67 
749± 77 
621 ± 52 
698 ± 80 
810± 71 
956± 86 
1041 ± 94 
1059± 96 
1039± 94 
824 ± 72 
834 ± 73 
813 ± 81 






1116 ± 107 
981 ± 156 
876± 67 
868± 110 
876 ± 43 
798± 140 
1000± 242 
1057 ± 9 
1399± 241 
1763± 204 
752 ± 92 
581 ± 71 
755 ± 105 
659 ± 79 
677 ± 87 
715± 95 
685 ± 85 
846 ± 106 
805 ± 105 
714 ± 44 
752 ±92 810 ± 120 
842 ± 102 1380 ± 240 
777 ±97 1920 ±96 
677 ±87 2310 ±258 
819 ±109 2280 ± 192 
853±113 




0 282 ± 28 282 ± 28 282 ± 28 282 ± 24 282 ± 24 269 ± 89 269 ±89 277 ± 29 
7 331 ± 33 318 ± 32 312 ± 31 321 ± 18 442 ± 26 415± 75 449 ±99 629 ± 91 
> 14 278 ± 28 285 ± 29 369 ± 37 385 ± 59 554 ± 24 361 ± 71 535 ± 75 686 ± 71 
'í 21 301 ± 30 287 ± 29 393 ± 39 329 ± 12 592 ± 66 312 ± 72 489 ±59 854± 131 
t 25/30 285 ± 29 341 ± 34 375 ± 37 394 ± 48 521 ± 36 390 ± 60 464 ±54 871 ± 114 
ro o. 40 305 ± 39 352 ± 40 442 ± 44 503 ± 56 391 ± 81 539 ± 99 
o 
c 50 344 ± 34 342 ± 34 387 ± 39 371 ± 32 440 ± 70 411 ±61 2 <0 a> 60 353 ± 37 284 ± 26 379 ± 38 347 ± 43 315 ± 65 336 ±86 CC 75 346 ± 35 312 ± 31 440 ± 44 335 ± 35 338 ± 78 335 ± 55 
90 269 ± 27 316 ± 41 466 ± 47 336 ± 31 306 ± 76 353 ±64 
